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1 Einleitung
1.1 Der Zellzyklus in Eukaryonten
Die Vermehrung und das Wachstum von zellulären Organismen beruhen auf der Teilung
von Zellen. Diese Teilung erfordert die Verdoppelung aller zellulären Bestandteile der
Zelle. Nicht nur Proteine und Membranen, insbesondere auch die DNA, die die gesamte
Erbinformation des Organismus kodiert, müssen unversehrt an die Tochterzelle
weitergegeben werden. Die beschriebenen Ereignisse und ihre Kontrolle werden unter dem
Begriff Zellzyklus zusammengefasst.
Besonders höher entwickelte Organismen verfügen über ein sehr komplexes Netzwerk
von Signalwegen, die extrazelluläre Signale der Umgebung und intrazelluläre Signale, wie
Zellgrösse und Entwicklungsstatus, integrativ verarbeiten und so die Teilung der Zelle
steuern können.
In einzelligen Organismen wird die Fähigkeit zur Zellteilung vor allem über die Menge
der verfügbaren Nährstoffe reguliert. In vielzelligen Organismen sind die Anforderungen
an die Kontrolle der Zellteilung wesentlich komplexer. Das Nährstoffangebot ist daher in
höheren Organismen nur eine von vielen Voraussetzungen für die erfolgreiche Teilung der
Zellen. Entscheidend, ob eine Zelle die Teilung oder die Differenzierung einleitet, ist
vielmehr das Vorhandensein von Hormonen und Wachstumsfaktoren.
Die Wirkung dieser extrazellulären Signalstoffe erfolgt über deren Bindung an zelluläre
Rezeptoren, wodurch intrazelluläre Signalkaskaden induziert werden und so die
Informationsübermittlung in der Zelle stattfinden kann. Sind nun die
proliferationsstimulierenden Signale vorherrschend, kann die Zelle aus der Ruhephase
(G0) in die G1-Phase des Zellzyklus eintreten (siehe Abb. 1). In der G1-Phase bereitet sich
die Zelle auf den Eintritt in den Zellzyklus vor. Für den kontinuierlichen Verlauf sind hier
weiterhin proliferationsstimulierende mitogene Signale notwendig.
In der späten G1-Phase erreicht die Zelle dann den sogenannten Restriktionspunkt
(Pardee et al., 1978) und wird ab diesem Zeitpunkt unabhängig von externen
Wachstumsfaktoren. Der Teilungszyklus ist nun unwiderbringlich eingeleitet und wird nur
noch von zellinternen Signalen und Mechanismen gesteuert.
Die Zellen treten dann in die Synthesephase (S-Phase) ein, in der die DNA-Repli-
kation stattfindet. In der G2-Phase, vor der eigentlichen physischen Teilung, laufen hier
Kontrollmechnismen ab, die gewährleisten, dass alle Voraussetzungen für eine
erfolgreiche Teilung gegeben sind, etwa die fehlerfreie Replikation der DNA oder
ausreichende Zellmasse. Die Kondensation der Chromosomen und die Auflösung der
Kernmembran finden dann in der Zellteilungs- oder Mitose Phase (M-Phase) statt. Die
homologen Chromatiden werden durch den Spindelapparat getrennt und erst dann wird die
eigentliche Teilung der Zelle, die Cytokinese eingeleitet. Schliesslich bildet sich die
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Kernmembran neu und die Chromosomen dekondensieren. Die Tochterzellen haben den
Zellzyklus abgeschlossen und befinden sich nun wieder in der G1-Phase.
Abb. 1: Schematische Darstellung  des eukaryontischen Zellzyklus
Die interne Regulation des Zellzyklus wird, besonders am Übergang von der G1- in die S-
Phase, über eine Gruppe von heterodimeren Proteinkinasen gesteuert. Diese
cyclinabhängigen Kinasen bereiten die Zelle auf den Eintritt in die S-Phase vor, indem sie
Transkriptionsfaktoren durch Phosphorylierung aktivieren, die die Expression von
Enzymen bewirken, die für die Synthese der DNA in der S-Phase notwendig sind.
Die cyclinabhängigen Kinasen werden ebenfalls auf mehreren Ebenen reguliert und nur
zyklisch in bestimmten Phasen des Zellzyklus exprimiert. Ein wesentlicher Regulator der
cyclinabhängigen Kinasen ist der Transkriptionsfaktor c-Myc. Er nimmt Einfluss auf die
Aktivierung der Kinasen und stellt ein wichtiges Vermittlerprotein da, welches durch
extrazelluläre Signale gesteuert und aktiviert wird, um dann seinerseits durch Aktivierung
und Repression seiner Zielgene, die interne Zellzyklusprogression zu regulieren.
G1
S
G2
M
Cyclin A, B
   + cdk1
Cyclin E + cdk2
Mitose
Interphase
Cyclin A + cdk2
Cyclin D1-3
 + cdk4/6
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1.2 Kontrolle des G1-S-Phasen Übergangs in Säugerzellen
In der späten G1-Phase erreichen Vertebratenzellen den Restriktionspunkt. An diesem
Zeitpunkt wird der eigentliche Eintritt in den Zellzyklus vollzogen. Auf der molekularen
Ebene korrespondiert der Restriktionspunkt mit der Hyperphosphorylierung und
Inaktivierung des Retinoblastomaproteins (pRb) (Übersicht in Lipinski, 1999). Das
Tumorsuppressorprotein pRb und die mit ihm funktionell verwandten Proteine p107 und
p130 binden im aktiven (hypophosphorylierten) Zustand die E2F-Transkriptionsfaktoren.
In der G1-Phase werden pRb, p107 und p130 durch Proteinkinasen mehrfach
phosphoryliert und dadurch inaktiviert. Dadurch werden die E2F-Proteine freigesetzt und
können durch Transkriptionsaktivierung von Genen wesentlich zum Fortschreiten des
Zellzyklus beitragen.
Abb. 2: Schematische Darstellung des G1-S-Phasenübergangs
Der Eintritt in die S-Phase hängt stark von der transkriptionellen Aktivität der E2F-
Transkriptionsfaktoren ab. Gezeigt ist die schrittweise Phosphorylierung des Rb-Proteins durch
Cyclin/cdk-Komplexe und die resultierende Aktivierung von E2F.
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Zu den Zielgenen von E2F gehören Transkriptionsfaktoren wie B-myb, die Cycline E
und A, sowie Proteine des DNA-Syntheseapparates (Dihydrofolatreduktase DHFR, DNA
Polymerase a) (Übersicht in Müller, 2000).
Die Phosphorylierung von Rb findet an mehreren Stellen durch cyclinabhängige
Kinasen statt. Diese vielfältigen Enzymkomplexe bestehen aus zwei Proteinen: einer
regulatorischen Untereinheit, den Cyclinen, und den enzymatisch aktiven Kinasen (cdk).
Zu Beginn der Rb-Phosphorylierung, in der G1-Phase, treten im wesentlichen Komplexe
aus den Cyclinen des D-Types (D1-3) und den assoziierten Kinasen cdk4 und cdk6 auf.
Am Übergang zur S-Phase sind auch Cyclin E/cdk2 Komplexe an der Phosphorylierung
beteiligt, nach Eintritt in die S-Phase auch Cyclin A/cdk2 Komplexe (Übersicht in Mayol
und Grana, 1997).
1.2.1 Die cyclinabhängigen Kinasen
Wie oben beschrieben, ist die regulatorische Funktion der cyclinabhängigen Kinasen
wichtig für den Fortschritt in der G1-Phase und den Übergang zur S-Phase. Deshalb wird
die Aktivität der Cycline und Kinasen ebenfalls durch ein komplexes System aus extra-
und intrazellulären Signalen gesteuert (Kato et al., 1999).
a) Cycline
Die Kinasen können nur enzymatisch aktiv werden, wenn sie mit ihren Partnern, den
Cyclinen, assoziiert sind.
Ursprünglich wurden Cycline als zyklisch exprimierte Proteine in Seeigel-Zygoten
identifiziert (Evans et al., 1983). Erste funktionale Studien zeigten, dass die ektopische
Expression von Cyclinen in unreifen Oocyten eine vorzeitige Meiose auslösen kann
(Gerhardt et al., 1984; Swenson et al., 1986).
Später wurden Cycline in Hefen identifiziert und charakterisiert. Es wurden die
Homologen in Vertebraten und ausserdem diverse weitere Cyclintypen entdeckt (Übersicht
in Murray et al., 1989). Gemeinsam ist den meisten Cyclinen eine rund 100 Aminosäuren
umspannende Region, die sogenannte „Cyclin-Box“, die die Bindung zu den cdks
vermittelt. Eine weitere Region ist die PEST-Sequenz oder „Destruction-Box“, die ein
Degradationssignal darstellt (Übersicht in Sherr, 1993).
Cycline werden nur in bestimmten Phasen des Zellzyklus exprimiert. Jeder Cyclin-Typ
zeigt ein charakteristisches  Expressionsmuster (siehe auch Abb. 1).
Die Wichtigkeit der Cycline für die Progression in G1 und das Überschreiten des
Restriktionspunktes zeigen Mikroinjektionsexperimente mit anti-Cyclin Antikörpern. Die
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resultierende funktionale Inaktivierung der Cycline führt zum Zellzyklusarrest, die Zellen
können nicht mehr in die S-Phase eintreten (Baldin et al., 1993; Ohtsubo et al., 1995).
Eine Hauptfunktion von Cyclin D/cdk4-6 Komplexen, in der G1-Phase, ist die
Phosphorylierung des Rb Proteins im Zellkern (van den Heuvel und Harlow, 1993). Den
Cyclin E/cdk2 Komplexen schreibt man neben der Rb-Phosphorylierung und dessen
völliger Inaktivierung noch andere Aufgaben zu.
Beispielsweise wird die Aktivierung der Transkription von E2F durch Cyclin E/cdk2
noch über ein positives Feed-Back-Loop beeinflusst. Kürzlich zeigten Morris und La
Thangue (2000), dass der transkriptionelle Co-Aktivator p300/CBP diesen Mechnismus
vermittelt.
Möglicherweise bildet Cyclin E/cdk2 auch Komplexe mit PCNA (Proliferating cell
nuclear antigen), die bei der Aktivierung der DNA-Replikation eine Rolle spielen (Zhang
et al., 1993).
b) Cdks
Die cyclinabhängigen Kinasen sind kleine Proteine (35-40 kDa), die strukturelle
Ähnlichkeiten aufweisen und etwa 40% Identität in ihrer Aminosäuresequenz zeigen. Eine
konservierte Domäne mit dem Sequenzmotif "PSTAIR" ist an der Cyclin-Bindung
beteiligt. Wie bei den Cyclinen, führt die Mikroinjektion von anti-cdk Antikörpern zu
einem Zellzyklusarrest. Injektion von Antikörpern gegen cdk2 resultieren, wie im Falle
von Cyclin E, in einem G1-Arrest, was die essentielle Funktion der beiden Proteine für den
Eintritt in die S-Phase belegt (Tsai et al., 1993, Ohtsubo et al., 1995).
Die cdks werden nicht zyklisch exprimiert, sondern zeigen ein konstantes
Expressionsmuster über des gesamten Zellzyklus. Ihre Aktivität wird neben der Bindung
an die regulatorischen Cycline noch durch posttranslationelle Modifikationen reguliert.
Erst nach Bindung an das jeweilige Cyclin werden die cdks durch Phosphorylierung
funktional aktiviert. Cdk2 wird an der Aminosäure Threonin 160, cdk4 an Threonin 172
durch CAK (cdk-aktivierende Kinase), ein ausschliesslich kernlokalisiertes Enzym,
phosphoryliert (Übersicht in Morgan, 1995).
Die Phosphatase cdc25a ist ein weiterer Regulator der cdk. So wird Cdk2 erst durch
Dephosphorylierung von cdc25a an Threonin 14 und Tyrosin  15 vollständig aktiv (Steiner
et al., 1995). In Expressionsstudien werden unveränderte Proteinmengen für cdc25a über
den gesamten Zellzyklus gefunden und auch die Aktivität der CAK bleibt in
proliferierenden Zellen immer konstant (Perez-Roger et al., 1997; Pusch et al., 1997;
Vlach et al., 1996).
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1.2.2 Inhibitoren der cyclinabhängigen Kinasen
Eine weitere Regulationsebene der cyclinabhängigen Kinasen bildet eine Klasse von
Cyclin-abhängigen Inhibitoren (CKI), die ihrerseits wieder abhängig sind von spezifischen
extra- und intrazellulären Signalen. Sie binden Cyclin/cdk Komplexe und blockieren so die
Substratbindungsstellen. Des weiteren stimulieren sie die Dissoziation der Komplexe und
liefern damit ein Signal, dass den proteolytischen Abbau der Cyclin-Untereinheit induziert
(Übersicht in Sherr und Roberts, 1999).
Diese Inhibitoren unterliegen in proliferierenden Zellen einer stringenten Regulation.
Ihre Präsenz und Aktivität  hängt neben der Phase des Zellzyklus auch von der Aktivität
der Protoonko- und Tumorsuppressorgene ab (Sherr und Roberts, 1999). Zusammen mit
der Regulation der Cyclinexpression stellen diese Inhibitoren die wichtigsten
Kontrollmechnismen der cdk-Aktivtät und damit für die Steuerung des Zellzyklus dar.
In der Literatur werden die Cyclin-abhängigen Inhibitoren in zwei Klassen unterteilt,
die INK4-Familie und die Cip/Kip-Familie:
a) INK4-Familie
Die Gruppe der INK4-Inhibitoren umfasst bislang vier Proteine: p15INK4b, p16INK4a,
p18INK4c und p19INK4d (Quelle et al., 1995; Hannon und Beach, 1994; Guan et al., 1994;
Chan et al., 1995).
Die INK4-Proteine binden ausschliesslich an cdk4 und cdk6 und zeigen keine Affinität
zu anderen cdks oder Cyclinen. Der Inhibitionsmechansimus beruht auf der Bindung der
INK4-Proteine an die cdk-Einheit, was zur Dissoziation bestehender CyclinD/cdk4-6
Komplexe führt (Brotherton et al., 1998).
Für die Induktion der Expression dieser INK4-Familie sind vielfältige Faktoren
verantwortlich, wie die Präsenz von mitogenen und zellzyklusarretierenden
Wachstumsfaktoren (Übersicht in Roussel, 1999).
b) Cip/Kip-Familie
Die Cip/Kip-Familie umfasst drei Mitglieder: p21Waf1, p27Kip1 und p57Kip2 (Matsouka et al.,
1995; Poyak et al., 1994). Der Inhibitionsmechanismus der Cip/Kip-Proteine unterscheidet
sich von dem der INK4-Inhibitoren. Die Cip/Kip-Proteine binden, im Gegensatz zu den
INK4-Proteinen, an Cyclin/cdk Komplexe und unterbinden die Substratinteraktion.
p21Waf1 wurde bei mechanistischen Untersuchungen des Tumorsuppessors p53 entdeckt,
welches bei zellulären Stressantworten eine Rolle spielt und Zellen dabei in die Apoptose
oder einen Zellzyklusarrest führt. p21Waf1 vermittelt als Effektor von p53 einen G1-Arrest
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und wird, beispielsweise nach chemischer Schädigung oder ionischer Bestrahlung der
Zellen, von p53 induziert (Übersicht in Janus et al., 1999). p21Waf1 vermittelt den
Zellzyklusarrest durch Bindung an Cyclin E/cdk2 Komplexe und die gehemmte
Kinaseaktivität der Komplexe blockiert dann unter anderem die Phosphorylierung und
Inaktivierung von Rb und hindert die Zellen am Eintritt in die S-Phase (Xiong et al., 1993).
Ausserdem inhibiert p21Waf1 die Aktivität der DNA-Polymerase d  durch Bindung an
PCNA (Li et al., 1994).
Die Rolle von p21Waf1 ist somit vorwiegend auf die p53-abhängige Signalvermittlung
nach Schädigungen der DNA begrenzt.
p27Kip1 wurde zuerst in Zellen entdeckt, die durch Kontaktihibition oder durch Behandlung
mit TGF- b  („Transforming–Growth-Faktor“) im Zellzyklus arretiert wurden (Polyak et al.,
1994; Toyoshima und Hunter, 1994).
Durch Bindung an Cyclin E/cdk2 und Cyclin A/cdk2 Komplexe verhindert
überexprimiertes oder durch Kontaktinhibition induziertes p27Kip1 den Eintritt in die S-
Phase und arretiert Zellen in G1 (Steiner et al., 1995; Müller et al., 1997). In normal
proliferierenden Zellen wird p27Kip1 gegen Ende der G1-Phase deaktiviert und Ubiquitin-
und Proteasomen-abhängig abgebaut (Rudolph et al., 1996; Pagano et al., 1995;
Montagnoli et al ., 1999). Als wichtiges Signal zur Inaktivierung des Inhibitors dient eine
Phosphorylierung an Threonin 187 durch aktive Cyclin E/cdk2 Komplexe. p27Kip1 stellt
damit auch ein Substrat des Kinasekomplexes dar (Müller et al., 1997).
Das jüngste Mitglied dieser Familie, p57Kip2, zeigt ähnlich Eigenschaften wie p21Waf1 und
p27Kip1. Unterschiede gibt es jedoch sowohl in der Regulation als auch in der generellen
Bedeutung für den Zellzyklusablauf (Matsuoka et al., 1995; Watanabe et al., 1998).
Alle Mitglieder der Cip/Kip-Familie wirken inhibierend auf cdk2-Komplexe. Sie können
aber auch mit Komplexen des Types Cyclin D/Cdk4-6 assoziieren, wobei die Bindung der
CKI hier keine Inhibition der Kinaseaktivität zur Folge hat. Vielmehr sprechen die
aktuellen Daten für eine unterstützende Rolle der Cip/Kip-Proteine in der
Komplexformation zwischen Cyclin und cdk und der Aktivierung dieser Komplexe (Soos
et al., 1996; Blain et al., 1997; LaBaer et al., 1997).
Die Koordination der sequenziellen Aktivierung von Cyclin D/cdk4-6 und Cyclin E-
A/cdk2 Komplexen in der G1-Phase stellt also ein Zusammenspiel der INK4- und Cip/Kip-
Inhibitoren dar (Übersicht in Sherr und Roberts, 1999).
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1.2.3 Regulation des cdk Inhibitors  p27Kip1
p27Kip1 ist ein konserviertes, lösliches, vorwiegend im Zellkern lokalisiertes Protein, mit
einer Länge von 197 Aminosäuren und einem Molekulargewicht von ca. 27 kDa (Polyak et
al., 1994).
Abb. 3: Schematische Darstellung des CKI p27Kip1
Gekennzeichnet sind die Domänen der Cyclin- und cdk-Interaktion, das Kernlokalsierungssignal
(NLS), sowie die cdk2 Phosphorylierungsstelle an Threonin 187.
Die Regulation von p27Kip1 findet hauptsächlich auf der Proteinebene statt. Northern
Blot Experimente belegen für jede Phase des Zellzyklus äquivalente Mengen an mRNA,
was auf eine Zellzyklus-unbeeinflusste Transkription des p27Kip1 Gens schliessen lässt
(Hengst und Reed, 1996). Die Proteinmenge schwankt dagegen in proliferierenden Zellen
beträchtlich. In der G1-Phase liegen grosse Mengen an p27Kip1 vor, abnehmende Mengen
fndet man am G1/S-Phasen Übergang und nicht mehr nachweisbare Level in der G2- und
M-Phase des Zellzyklus (Steiner et al., 1995; Müller et al., 1997).
Ein wichtiger Regulationsschritt im Zellzyklus scheint nach den vorliegenden
Untersuchungen der kontrollierte Abbau von p27Kip1 am Ende der G1-Phase zu sein. In
retroviralen Überexpressionsexperimenten mit p27Kip1 in Rat1 Zellen, arretieren die Zellen
in der G1-Phase (Vlach et al., 1996). Die ständige Anwesenheit des CKI blockiert die
Induktion der Cyclin E/cdk2 assoziierten Kinaseaktivität, die essentiell für den Eintritt der
Zellen in die S-Phase ist (Berns et al., 1997).
Der Abbau von p27Kip1 findet über den Ubiquitin-vermittelt durch das 28S Proteasom
statt. Dies zeigen Experimente mit Inhibitoren der Proteasomfunktion, die zu einer
Stabilisierung von p27Kip1 führen (Pagano et al., 1995).  In vitro Degradierung und
Ubiquitinierung von p27Kip1 kann mit partiell gereinigten Proteinen rekonstituiert werden
24
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cdk2-
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N- -C
p27Kip1
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und auch in vivo  gelingt der Nachweis ubiquitinierter Formen von p27Kip1 (Montagnoli et
al., 1999, Ngyen et al., 1999; Shirane et al., 1999).
Weitergehende experimentelle Daten sprechen für zusätzliche Regulationsschritte im
Abbau von p27Kip1, die dafür sorgen, dass der Abbau zeitlich korrekt ablaufen kann:
a) Phosphorylierung
Die Effektivität des p27Kip1 Abbaus wird durch die Phosphorylierung an Threonin 187
beeinflusst zu sein (siehe Abschnitt 1.2.2). Studien mit einer p27Kip1 Mutante, in der
Threonin gegen Valin ausgetauscht ist und somit das Protein nicht mehr durch Cyclin
E/cdk2 phosphorylierbar ist, zeigen eine erhöhte Halbwertszeit von p27T187V im
Vergleich zum Wildtyp Protein. Mit dieser Mutante assoziierte Cyclin E/cdk2 Komplexe
werden ebenfalls stabilisiert (Müller et al ., 1997; Vlach et al ., 1997; Sheaff et al ., 1997).
Ausserdem wird die Mutante in vitro nicht mehr ubiquitiniert (Tsvetkov et al., 1999).
Zusammengenommen sprechen diese Daten für eine zwingende Präsenz von aktiven
Cyclin E/cdk2 Komplexen in der G1-Phase zur effektiven Eliminierung von p27Kip1.
b) E3-Ligase Komplex
Das 45 kDa F-box Protein Skp2 ist Teil des E3-Ligase Komlexes (SCFskp2-Komplex:
Skp1-Culin-F-Box), der p27Kip1 ubiquitiniert. In vivo ist funktionales Skp2 für den Abbau
von p27Kip1 erforderlich, da es die Ubiquitinierung durch die E3-Ligase vermittelt, indem
es substratspezifisch p27Kip1 erkennt und an den Komplex bindet (Carrano et al., 1999).
Ektopische Expression von Skp2 in quieszenten Zellen stimuliert den Eintritt in die S-
Phase und den p27Kip1 Abbau (Sutterlüty et al., 1999). Die Vorhandensein von Skp2 in der
Zelle ist daher limitierend für den Abbau von p27Kip1. Dies bestätigen Western Blot
Analysen in normal proliferierenden Zellen, die zeigen, dass das Skp2 nur in der S-Phase
des Zellzyklus exprimiert wird (Zhang et al., 1995; Lisztwan et al., 1998). Die
zugrundeliegenden Mechanismen sind bislang unbekannt, unbestritten ist jedoch die Rolle
dieser kontrollierten Expression von Skp2 als weiterer Mechnismus zur Sicherung des
zeitlich korrekten Abbaus von p27Kip1.
c) Intrazellulärer Transport
Die Gewährleistung der Funktionen von p27Kip1 in der G1-Phase und der folgende Abbau
des Proteins am Ende der G1-Phase machen einen Transport in den Zellkern erforderlich
(Reynisdottir und Massagué, 1997; Tomoda et al., 1999).
Zum einen kann die Phophorylierung von p27Kip1 nur im Zellkern stattfinden, da aktive
Cylin E/cdk2 Komplexe nur im Zellkern anzutreffen sind, wo das aktivierende CAK
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Enzym ausschliesslich lokalisiert ist (Darbon et al., 1994). Zum anderen kennt man ein
Kernlokalisierungssignal (NLS; AS 151-169, siehe Abb. 3), welches für den Transport von
p27Kip1 in den Zellkern verantwortlich gemacht wird. Immunfluoreszenzexperimente mit
NLS-Deletionsmutanten von p27Kip1 zeigen eine cytosolische Färbung (Reynisdottir und
Massagué, 1997; Tomoda et al., 1999).
d) Exportprotein: Jab1
Tomoda et al. (1999) identifizierten in Zwei-Hybrid Studien kürzlich das neue p27Kip1
interagierende Protein Jab1. Es ist eine Komponente des sogenannten Signalosoms und soll
sowohl den Export von p27Kip1 aus dem Zellkern ins Cytosol als auch einen gesteigerten
Abbau von p27Kip1 induzieren. Dies legt den Schluss nahe, dass der Abbau von
phosphoryliertem p27Kip1 im Cytosol stattfindet. Die Mechanismen des Exports und die
dafür erforderlichen Signale sind allerdings nicht bekannt.
1.3 Das Protoonkogen c-myc
Wie in Abschnitt 1.1 erwähnt, wird das c-myc Gen durch Signaltransduktionswege, die
durch extrazellulären Wachstumssignale ausgelöst werden, induziert und das c-Myc
Protein ist dann als Transkriptionsfaktor für die Aktivierung und Repression von Genen
verantwortlich, die die interne Zellzyklusmaschinerie aktivieren.
Das Onkogen v-myc wurde ursprünglich als transformierendes Onkogen in Retroviren
identifiziert, die in Vögeln das Wachstum von Tumoren induzieren (Überblick in: Bister
und Jansen, 1986; Chen et al., 1989). Der Virus MC29 löst beispielsweise in Hühnern die
Leukämie Myelocytomatose aus, nach der das Onkogen benannt wurde.
Ein zelluläres Homolog des viralen myc-Gens, c-myc, konnte in vielen Vertebraten
sowie in Echinodermen und Drosophila identifiziert werden (Sheiness und Bishop, 1979;
Walker et al., 1992; Gallant et al., 1996;). In Hefen ist bislang kein Homologes gefunden
worden. Die Sequenzen des c-myc Gens sind innerhalb der genannten Spezies hoch
konserviert (Henriksson und Lüscher, 1996).
c-myc ist Teil einer Genfamilie, die die weiteren Mitglieder N-, L-, S- und B-myc
aufweist (Schwab et al.,1984; Nau et al., 1985; Sugiyama et al., 1989; 1984; Asker et al.,
1989).
Knock-out Studien an Mäusen zeigten, das die Deletion des c-myc Gens lethal ist
und die Embryonen schon am Tag 10,5 sterben (Davis et al., 1993).
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1.4 Das Myc Proto-Onkoprotein
Das humane c-myc Gen kodiert zwei Polypeptide (439 und 453 Aminosäuren) mit einem
Molekulargewicht von 64 und 67 kDa. Der Translationsstart des grösseren Proteins liegt
am Ende des ersten Exons, während die kleinere und meist vorherrschende Form des
Proteins durch Translation im zweiten Exon initiiert wird.
Das Myc Protein ist im Zellkern lokalisiert (Abrams et al., 1982) und besitzt eine kurze
Halbwertszeit von nur 20-30 min (Hann und Eisenmann, 1984).
Die Expression von c-Myc beschränkt sich auf proliferierende Zellen und kann in
ruhenden Zellen durch Zugabe von mitogenen Wachstumsfaktoren iduziert werden und
hält dann während des gesamten Zellzyklus an (Übersicht siehe Amati et al, 1998 und
Bouchard et al., 1998).
c-Myc ist ein Transkriptionsfaktor der basischen Helix-Loop-Helix/Leuzin-Zipper
Familie (bHLH-LZ), wobei diese konservierten Domänen Bestandteil vieler
Transkriptionsfaktoren sind und Protein/Protein, sowie Protein/DNA-Interaktionen
vermitteln.
Die Bindung von Myc an DNA erfolgt über die sogenannte E-Box, eine spezifische
regulatorische Sequenz der Basen 5´-CACGTG-3´. Zur Bindung dieser E-Boxen und zur
Aktivierung der Transkription, bildet das Myc Protein heterodimere Komplexe mit dem
Partnerprotein Max aus (Blackwell et al., 1993). Max ist ebenfalls ein bHLH-LZ Protein
und kann auch homodimere Komplexe bilden, besitzt jedoch keine transaktivierende
Domäne wie Myc (Blackwood und Eisenmann, 1991). Die Heterodimerisierung mit Max
ist essentiell für die Funktionen von Myc, wie Regulation des Zellzyklus, Einleiten von
Apoptose oder Transformation von Zellen. Max bildet auch Komplexe mit den bHLH-LZ
Proteinen der Mad-Familie. Diese Heterodimere binden ebenfalls an E-Boxen und wirken
transkriptionsreprimierend über Sin3 vermittelte Rekrutierung von Histondeacetylasen
(Übersicht in Grandori et al., 2000).
Die oben genannten biologischen Effekte des Transkriptionsfaktors Myc beruhen auf
der Aktivierung und der Repression von Genen. Die Identifikation solcher Zielgene, die
durch Myc aktiviert oder reprimiert werden, ist daher von grossem Interesse. Bislang
lieferten diese Studien allerdings nur bedingt Aufschluss über die essentiellen biologischen
Funktionen von Myc.
1.4.1 Zielgene des Myc-Proteins
In differenziellen Expressionsanalysen, in letzter Zeit mit Hilfe von Oligonukleotid-
Microarrays (Coller et al., 2000; O´Hagan et al., 2000) durchgeführt, wurden zahlreiche
Einleitung
12
Myc-induzierbare Gene identifiziert. Diese Experimente wurden meist mit Hilfe einer
Myc-Chimäre durchgeführt, die eine künstliche Aktivierung von Myc ermöglicht. Dabei
wurde Myc an die hormonbindende Domäne des Östrogenrezeptors (MycER) fusioniert,
sodass das Myc-Protein durch Hormonzugabe aktiviert werden kann (Eilers et al ., 1989).
Zellen können dann ohne weitere Zugabe von Wachstumsfaktoren, nur durch die
Aktivierung von Myc, in den Zellzyklus gebracht werden.
Die Bedeutung der gefundenen Zielgene ist jedoch in den meisten Fällen noch nicht
untersucht und es ist nicht geklärt, durch welche Gene Myc im einzelnen den Zellzyklus
beeinflusst. Einige der bisher am besten untersuchte Zielgene sind im folgenden
aufgelistet:
1. Genaktivierung durch Myc
a) Zielgen im Metabolismus
Ornithindecarboxylase (ODC) wurde von mehreren Gruppen als Zielgen von Myc
beschrieben (Bello-Fernandez et al., 1993; Coller et al., 2000, O´Hagan et al., 2000). ODC
ist als ein Schlüsselenzym der Proteinbiosynthese essentiell für die Proliferation von
Zellen.
b) Zielgene in der DNA-Synthese und –dynamik
Die Expression von Prothymosin-a , einem sauren Kernprotein, wird durch Bindung von
Myc an eine E-Box im ersten Introns des Gens induziert (Eilers et al., 1991; Gaubatz et al.,
1994). Zellen mit überexprimiertem Prothymosin-a  zeigen eine modulierte
Chromatinstruktur, die  die Acetylierung von Histonen begünstigt ( Karetsou et al ., 1998;
Cotter und Robertson, 2000).
Im Gen der katalytischen Untereinheit der Telomerase (htert) wurde im
Promotorbereich eine konservierte E-Box gefunden. Diese kann durch Myc aktiviert
werden, ohne dass de novo Proteinbiosynthese erforderlich ist ( Greenberg et al., 1999; Wu
et al., 1999).
c) Zielgene in der Zellzykluskontrolle
Cullin-1 konnte kürzlich als Zielgen von Myc identifiziert werden (O´Hagan et al., 2000).
Das Cul-1 Protein ist ein essentieller Bestandteil des Ubiquitin Ligasekomplexes SCFSKP2,
der unter anderem die Ubiquitinierung des Zellzyklusinhibitors p27Kip1 induziert und somit
den Abbau durch das Proteasom einleitet (Carrano et al., 1999; Sutterlüty et al., 1999;
siehe Abschnitt 1.2.3-b).
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Ein weiteres, kürzlich entdecktes, Myc-induziertes Gen ist Id-2 (Lasorella et al., 2000).
Id-2 bindet und inaktiviert die hypophosphorylierten Pocketproteine pRb, p107 und p130,
wodurch E2F Transkriptionsfaktoren aktiviert werden.
2. Genrepression durch Myc
Neben der Aktivierung von Genen bewirkt Myc auch die Repression spezifischer Gene,
wobei hierfür im Gegensatz zur Genaktivierung über E-Boxen, noch kein konsistentes
Modell beschrieben wurde. Neuere Studien belegen eine Rolle für das Zinkfingerprotein
Miz-1 in der Genrepression durch Myc. Es wurde kürzlich als Myc-assoziiertes Protein
identifiziert (Peukert et al., 1997) und bindet an Transkriptionsstartpunkte verschiedener,
durch Myc reprimierter Gene, und aktiviert deren Expression (Staller et al., 2000).
Beispiele Myc-reprimierter Gene:
Der Cdk2-Inhibitor p21Cip1 wurde in Microarray Studien als MycER reprimiertes Gen
identifiziert (Coller et al., 2000). Die Induktion von p21Cip1 durch das Cytokin TGF- b  wird
durch konstitutive Expression von Myc verhindert (Claasen und Hann, 2000).
Der Cdk4/6-Inhibitor p15INK4b wird in Lungenepithelzellen ebenfalls durch TGF-b
induziert. Auch hier konnte gezeigt werden, dass die ektopische Expression von Myc eine
Induktion von p15INK4b durch TGF- b  unterdrückt (Warner et al., 1999).
Insgesamt wurden mit der Mikroarray-Technologie bislang etwa 40 aktivierte und 16
reprimierte Gene identifiziert. Dabei fanden sich einige bereits bekannte Gene wieder. Der
überwiegende Teil beschreibt allerdings neue Zielgene, deren Funktionen noch untersucht
werden müssen.
1.4.2 Einfluss von c-Myc auf den G1-S-Phasen Übergang
Das c-Myc Protein wird nur in proliferierenden Zellen exprimiert und kann nur in sehr
geringen Mengen in nicht wachsenden Geweben detektiert werden (Gonda et al., 1982).
Konstitutive Expression von c-Myc führt in Fibroblastenzellinien zu einem reduzierten
Bedarf an Wachstumsfaktoren (Armelin et al., 1984). Im umgekehrten Fall, der Deletion
eines c-myc Allels in Rattenfibroblasten oder der Expression von dominant-negativem c-
Myc, findet man eine verminderte Proliferationsrate der Zellen und eine verlängerte G1-
und G2-Phase (Mateyak et al., 1997; Berns et al., 1997). Fibroblasten mit konditional
aktivierbarem c-myc Allel (MycER; Eilers et al., 1989) gehen nach Akivierung des
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konditionalen Allels ohne weitere Zugabe von Wachstumsfaktoren in die Zelllteilung
(Eilers et al., 1991).
Vor allem Untersuchungen, die mit dem MycER System durchgeführt wurden, gaben
erste Aufschlüsse über die Zielgene und Effektoren, die unter dem Einfluss und der
Regulation von c-Myc stehen:
Wichtige regulierte Zielproteine sind die CKI p27Kip1 und p21Waf1. Schon 4-5 Stunden
vor dem Abbau von p27Kip1 kommt es nach Stimulation quieszenter Fibroblasten durch
Aktivierung des MycER mit 4-OHT zur Induktion der Cyclin E/cdk2 assoziierten
Kinaseaktivität. Dabei dissoziiert der Inhibitor p27Kip1 aus diesen Cyclin E/cdk2-
Komplexen (Steiner et al., 1995; Müller et al., 1997). In c-myc negativen Fibroblasten
oder Zellen, die dominant-negative Allele von myc exprimieren, liegen erhöhte p27Kip1
Mengen und eine reduzierte Cyclin E/cdk2 Aktivität vor (Berns et al., 1997; Mateyak et
al., 1999).
Rat 1 Zellen, die durch retrovirale Expression von p27Kip1 in der G1-Phase arretiert sind,
können diesen Arrest durch zusätzliche ektopische Expression von Myc zumindest
teilweise überwinden (Vlach et al., 1996). Erst in höheren Konzentrationen scheint p27Kip1
dominant über Myc zu sein (Müller et al., 1997).
Diese Beobachtungen führten zu der Hypothese, dass Myc die Synthese von bisher
unbekannten Proteinen induzieren könnte, die an p27Kip1 binden und es aus Cyclin E/cdk2-
Komplexen sequestrieren (Vlach et al., 1996). Als naheliegende Kanidaten für die Myc-
induzierte p27Kip1 Sequestrierung wurden Cyclin D/cdk4 Komplexe vorgeschlagen.
Es ist bekannt, dass die überwiegende Menge an p27Kip1 in proliferierenden Zellen
mit Cyclin D-abhängigen Kinasen komplexiert ist (Toyoshima und Hunter, 1994). In der
G1-Phase könnte ungebundenes p27Kip1 in Komplexe höherer Ordnung mit den
entstehenden Cyclin D-anbhängigen Kinasen titriert werden, so dass Cyclin E/cdk2
Komplexe von p27Kip1 befreit wären, was die Aktivierung später in der G1-Phase fördert.
Sinkt durch Sequestrierung das Level an p27Kip1 unter eine bestimmte Schwelle, könnten
Cyclin E/cdk2 Komplexe ihre eigene Aktivierung induzieren, indem sie p27Kip1 an T187
phosphorylieren und damit dessen Abbau einleiten (Sheaff et al., 1997; Vlach et al., 1997).
Welche Rolle c-Myc hierbei spielen könnte, ist bislang nicht untersucht.
Die zentrale Bedeutung für die Regulation des Zellzyklus erklärt die zahlreichen und
intensiven Studien, die zu diesem Thema gemacht werden und auch Gegenstand der
vorliegenden Arbeit sind.
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1.5 Zielsetzung der Arbeit
Die Regulation des Zellzyklusinhibitors p27Kip1 verkörpert einen wichtigen Schritt in der
Kontrolle des G1-S-Phasenübergangs des Zellzyklus. Die Mechanismen seiner
poststranslationellen Modifikation und der zugrundeliegenden Steuerungsmechanismen
sind bisher weitgehend ungeklärt. In der G1-Phase nimmt das c-Myc Protein Einfluss auf
die Regulation des Zellzyklus über die Aktivierung der cyclinabhängige Kinase Cyclin
E/cdk2 und über die funtionelle Inaktivierung von p27Kip1.
Die folgende Arbeit befasst sich auf zwei unterschiedlichen Ebenen mit Fragen der
p27Kip1 Regulation und der Rolle des Onkoproteins c-Myc bei diesen Prozessen:
a) Es soll untersucht werden, durch welche Mechanismen das c-Myc Protein
Einfluss auf p27Kip1 ausübt und über welche Zielgene und Effektoren dieser
Einfluss vermittelt wird.
b) Im zweiten Teil befasst sich die Arbeit mit den extrazellulären Signalen und
den biochemischen Vorgängen, die p27Kip1 deaktivieren bis es schliesslich
durch das 28S Proteasom abgebaut wird.
Material
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2  Material
2.1 Allgemeines
Allgemeine Chemikalien wurden, wenn nicht anders vermerkt, ber die Firmen Sigma-
Aldrich (Mnchen), Merck (Darmstadt) und Applichem (Heidelberg) bezogen und
entsprachen Analysequalitt. Feinchemikalien sowie Zellkulturmedien und spezielle
Chemikalien fr die Zellkultur wurden von Gibco Life Technologies verwendet.
2.2 Materialien fr die Zellkultur
Vollmedium fr 500 ml DMEM (ohne Phenolrot)
Sugerzellen 50 ml FCS (10%)
5,5 ml Penicillin/Streptomycin Stammlsung
(10.000 U/ml Penicillin, 10 mg/ml Streptomycin)
5,5 ml L-Glutamin (200 mM)
Hungermedium fr entspricht dem Vollmedium, jedoch mit nur 500 ml FCS
Sugerzellen (0,1%)
Einfriermedium entspricht dem Vollmedium, jedoch mit 10% DMSO
Trypsin/EDTA 1 x Trypsin-EDTA gebrauchsfertige Lsung (Gibco)
Hormon 4-Hydroxytamoxifen (Sigma)
Stammlsung: 1 mM in Ethanol
Endkonzentration: 250 nM
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PBS pH 7,4 130 mM NaCl
3 mM KCl
6,4 mM Na2HPO4
1,5 mM NaH2PO4
ad pH 7,4 mit HCl
DMSO Dimethylsulfoxid 100% (Merck)
2 x HBS 280 mM NaCl
50 mM HEPES
1,5 mM Na2HPO4
pH 7,05
Ponasteron A/ Ecdyson-Homologe zur Induktion
Muristeron A Stock: 1,1 mM in 100% Ethanol (Invitrogen)
Selektionsantibiotika Zeocin (Invitrogen), eingesetzt 50 m g/ml in H2O
G418 (Neomycinderivat, Calbiochem), eingesetzt
300-600 m g/ml in H2O
Puromycin
Hygromycin
2.3 Säugerzellen
Rat 1 Rattenfibroblasten Zelllinie (Topp, 1981)
Rat1-MycER Rattenfibroblasten Zellinie, stabil transfiziert mit einem
Fusionsprotein aus der Hormonbindedomäne des humanen
Östrogenrezeptors und dem vollständigen Myc Protein
(Eilers et al., 1989)
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HeLa Humane Cervixkarzinom Zelllinie (ATCC)
MEF Primäre murine embryonale Fibroblasten
BOSC-23 Humane virale Packaging Zelllinie (Pear et al., 1993)
PhoenixECO Virale Packaging Zelllinie (Grignani et al., 1998)
Cyclin D2 / Cyclin D1
Knockout MEF (3T3) Embryonale Maus-Fibroblastenzellinie
2.4  Materialien für die Biochemie
2.4.1 Materialien für die Zell-Lyse
NP-40 Lysepuffer 150 mM NaCl
1% Non-idet P40 (Sigma)
50 mM Tris-HCl Puffer pH 8,0
Zugabe von Protease- und/oder Phosphataseinhibitoren
erfolgte unmittelbar von Verwendung
Proteaseinhibitoren Aprotinin (Roche Biochemica) 5 mg/ml in PBS pH 7,4
Stammlösungen Leupeptin (Roche Biochemica) 5 mg/ml in H20
Pepstatin (Roche Biochemica) 1 mg/ml in Methanol
Phenylmethylsulfonylfluorid (Sigma) 0,2 M in Ethanol
Die Proteaseinhibitoren Stammlösungen wurden in der Verdünnung 1:1000 eingesetzt.
Phosphataseinhibitoren Natriumfluorid 1M (Sigma) in H20
Stammlösungen Natrium-ortho-vanadat 100 mM (Sigma) in H20
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ß-Glycerophosphat 1M (Sigma) in H20
NaF und Na-o-vanadat wurden 1:1000, ß-Glycerophosphat 1:100 verdünnt eingesetzt.
Bradford Lösung 0,01% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250 (BRL)
4,75% (v/v) Ethanol
10% (v/v) Ortho-Phosphorsäure
in H20, filtriert, lichtgeschützt aufbewahrt
2.4.2 Lösungen für die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
4 x Sammelgelpuffer 0,5 M Tris/HCl  pH 6,8
0,4% (w/v) SDS
4 x Trenngelpuffer 1,5 M Tris/HCl  pH 8,8
0,4% (w/v) SDS
8 mM EDTA
Laufpuffer 25 mM Tris/HCl  pH 8,3
0,2 M Glycin
0,1% (w/v) SDS
Acrylamid 30% (w/v) Acrylamid (Applichem)
Stammlösung 0,8% (w/v) N, N´-Methylen-bisacrylamid (Sigma)
in H2O
lineares Polyacrylamid 2%ig, (Sigma)
3 x SDS Probenpuffer 4,8 ml 4 x Trenngelpuffer
0,6 g SDS
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0,43 g DTT
Spatelspitze Bromphenolblau
3,5 ml Glycerin
ad 10 ml mit H2O
Ammoniumperoxodi- 10% (w/v) APS in H2O
sulfat Stammlösung
TEMED Tetramethylethyldiimin (Gibco)
Isopropanol 100% (Roth)
Molekulargewichtsmarker Rainbow, full range (Amersham Pharmacia)
Benchmark (Gibco)
2.4.3 Materialien für Western blotting
Transferpuffer 10-20% (v/v) Methanol
150 mM Glycin
20 mM Tris-Base
TBS-T 50 mM Tris/HCl  pH 7,4
150 mM NaCl
0,2% Tween-20
Blocklösung 5% (w/v) Magermilchpulver in TBS-T
Methanol 100% zur Behandlung der PVDF Membran
Blotting Membran Immobilon-P, PVDF Transfer Membran (Millipore)
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Entwicklung Sekundäre Antikörper anti-Maus oder anti-Kaninchen,
gekoppelt an Merrettich-Peroxidase (Amersham)
ECL-Lösung (Amersham)
ECL+-Lösung (Amersham)
Film ECL Hyperfilm (Amersham)
2.4.4 Lösungen für die Immunpräzipitation/Immundepletion
Lyse-/Waschpuffer NP-40 Puffer mit Protease- und Phosphataseinhibitoren
BSA 20% (w/v) Rinderserumalbumin Fraktion 5 (Applichem)
in Lysepuffer
ProteinG-Sepharose Suspension in 20% (v/v) Ethanol (Sigma)
2.4.5 Materialien zur Bestimmung der Kinaseaktivität
DTT Stammlösung 1 M Dithiothreithol (Sigma) in H2O
Kinasepuffer 50 mM Tris/HCl  pH 7,4
10 mM MgCl2
10 mM KCl
1 mM DTT
Protease- und Phosphataseinhibitoren
Idikatorsubstrat Histon H1 (Roche Biochemicals)
1 mg/ml Stammlösung in H2O
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Substrat Stammlösung g -32P-Adenosin-Triphosphat (Amersham)
10 m Ci/ m l (3,5 * 10
5 Bq/m l)
Kosubstrat Stammlösung 1 mM Adenosin-Triphosphat (Amersham) in H20
Film Kodak Scientific Imaging Film
Kodak Biomax
Qantitative Auswertung Fuji BAS 1000 Phosphoimager/MacBAS Version 1.0
2.4.6 Materialien für die Expression rekombinater Proteine
Denaturienende Aufreinigung aus E.coli
Puffer A 6 M  Guanidin-hydrochlorid
0,1 M NaH2PO4
pH 8,0
Puffer B 5 M Harnstoff
0,1 M NaH2PO4
pH 8,0
Puffer C 100 mM KCl
0,1 M NaH2PO4
1 mM MgCl2
pH 7,0
Imidazol 20 mM-1M
Ni-NTA Agarose Qiagen, Hilden
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2.5 Antikörper
anti-p27KIP1 Monoklonaler Mausantikörper K25020
(Signal Transduction Laboratories)
Polyklonaler Kaninchenantikörper C-19 (Santa Cruz)
anti-p16INK4a Polyklonaler Kaninchenantikörper M-15 (Santa Cruz)
anti-Cyclin E Monoklonaler Mausantikörper gegen humanes Cyclin E
(Santa Cruz) HE-12 für Western blotting, HE-111 für
Immunpräzipitation
Polyklonaler Kaninchenantikörper M-20 (Santa Cruz)
Polyklonaler Kaninchenantikörper C-20 (Santa Cruz)
anti-Cyclin A Polyklonaler Kaninchenantikörper C-20 (Santa Cruz)
anti-Cyclin D2 Monoklonaler Mausantikörper DCS-3  (Jiri Bartek)
anti-Cyclin D1 Monoklonaler Mausantikörper DCS-6, DCS-11
(Jiri Bartek)
anti-Cdk2 Polyklonaler Kaninchenantikörper M-2 (Santa Cruz)
anti-Cdk4 Polyklonaler Kaninchenantikörper C-22 (Santa Cruz)
anti-mNPAP60 Polyklonaler Kaninchenantikörper (durch Immunisierung mit
einem Fragment von mNPAP60 (Aminosäure 121-252), im
eigenen Labor hergestellt, teilweise affinitätsgereinigt
anti-Myc Monoklonaler Mausantikörper 9E10 (Evan et al., 1985)
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anti-p107 Polyklonaler Kaninchenantikörper C-18 (Santa Cruz)
anti-p130 Monoklonaler Mausantikörper Klon 10 (Transduction
Laboratories)
anti-Kaninchen Cy3TM Affinitätsgereinigter Ziege anti-Kaninchen Immunglobulin
Antikörper (Dianova)
anti-Maus Cy3TM Affinitätsgereinigter Ziege anti-Maus Immunglobulin
Antikörper (Dianova)
anti-Kaninchen FITC Affinitätsgereinigter Ziege anti-Kaninchen Immunglobulin
Antikörper (Dianova)
anti-Maus FITC Affinitätsgereinigter Ziege anti-Maus Immunglobulin
Antikörper (Dianova)
anti-Kaninchen
HRP gekoppelt Affinitätsgereinigter Esel anti-Kaninchen Immunglobulin
Antikörper (Amersham)
anti-Maus
HRP gekoppelt Affinitätsgereinigter Schaf anti-Maus Immunglobulin
Antikörper (Amersham)
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2.6  Materialien für die Molekularbiologie
2.6.1 Bakterienstämme
XL1-Blue E.coli recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac   
[ F´proAB lacIqZD M15 Tn10 (tetr)]c
DH5 a E.coli Ff 80dlacZD M15 D (lacZYAaegF)U169 deoR recA1
endA1 hsdR17(rK
i, mK
+) phoAsupE44 l -thi-1 gyrA96 relA1
BL-21 (DE3) E.coli B F- dcm ompT hsdS(rB-mB-)gal l  (DE3)
2.6.2 Synthetische Oligonukleotide
Oligonukleotide wurden von der Firma MWG, Ebersberg synthetisiert und als Lyophilisat
geliefert. Dieses wurde dann in TE aufgenommen und auf eine Konzentration von 100 m M
eingestellt.
Flankierender Primer
p27-5´ 5´-CCC AAG CTT GAA TTC ACC ATG TCA AAC GTG
AGA GTG TCT-3´
Flankierender Primer
p27-3´ 5´-CCC AAG CTT TTA GTC GAC CGT CTG GCG TCG
AAG GCC-3´
Mega-Primer p27R90G 5´-CCC GAG TTC TAC TAC GGG CCC CCG CGC CCC
CCC C-3´
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Flankierender Primer
Ratten Cyclin D2-5´ 5´-CGG GAT CCA CCA TGG AGC TGC TGT GCT GTG
AGG-3´
Flankierender Primer
Ratten Cyclin D2-3´ 5´-CGG AAT TCC TAG AGA GAG AGA GAG AAG GGG
CTA GC -3´
2.6.3 Plasmide
„Leere“ Vektoren
pcDNA3
Eukaryontischer Expressionsvektor (Invitrogen)
pRSETa,b,c
Prokaryontischer Expressionsvektor für die Expression von rekombinanten Proteinen in
E.coli BL-21 (Invitrogen)
pBABE
Vektor für die Herstellung rekombinanter Retroviren im BOSC/Phoenix System mit
zusätzlichen Resistenzgenen gegen Puromycin, Hygromycin oder Neomycin (Morgenstern
und Land, 1990)
pBluescript KS+
prokaryontischer Vektor zur Klonierung von DNA Fragmenten (Stratagene, Heidelberg)
pGBT9
Zwei-Hybrid Vektor mit GAL4-DNA Bindungsdomäne, Trp1 Marker (Clontec Labora-
tories)
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pGADGH
Zwei-Hybrid Vektor mit GAL4 Transaktivierungsdomäne, Leu2 Marker (Clontech
Laboratories)
pIND
Eukaryontischer Expressionsvektor für Ecdyson-induzierbares System (Invitrogen)
Expressionsplasmide
pBABE-Hygro-Myc
pBABE-Hygro Vektor mit humaner c-myc cDNA zur Erzeugung rekombinanter Retro-
Viren
pBABE-Hygro-p16INK4a
pBABE-Hygro Vektor mit humaner p16 cDNA zur Erzeugung rekombinanter Retro-Viren.
pBABE-Puro-Cyclin D2
pBABE-Puro Vektor mit Ratten Cyclin D2 cDNA zur Erzeugung rekombinanter Retro-
Viren
pBABE-Puro-Cdk4-IRES-Cyclin D2
pBABE-Puro Vektor mit der cDNA von Cdk4 und ratten Cyclin D2 cDNA zur Erzeugung
rekombinanter Retro-Viren. Die cDNAs sind durch eine interne ribosomale Eintrittsstelle
verbunden, die die simultane Expression von beiden cDNAs von einem Plasmid erlaubt.
2.6.4 DNA modifizierende Enzyme
Restriktionsendonukleasen Amersham Pharmacia, Freiburg
Gibco Life Technologies, Karlsruhe
New England Biolabs, Frankfurt
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Alkalische Phosphatase Boehringer Mannheim/Roche Biochemicals,
Mannheim
T4-DNA Ligase Amersham Pharmacia, Freiburg
2.6.5 Puffer
TE-Puffer 10 mM Tris/HCl  pH 8,0
100 mM NaCl
1 mM EDTA
TAE Puffer 40 mM Tris-azetat
1 mM EDTA
pH 8,0
STET Puffer 8% (w/v) Saccharose
0,5% (v/v) Triton X-100
50 mM EDTA
50 mM Tris-HCl
pH 8,0
Lysozym 50 mg/ml in H20
Probenpuffer 40% (w/v) Saccharose
0,2% (w/v) Bromphenolblau
0,2% (w/v) Xylenxyanol
10 mM EDTA
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2.6.6 Medien für die Bakterienkultur
LB (1000 ml) 10 g Trypton
5 g Hefeextrakt
5 g NaCl
3 g Glucose
LB Agar LB Medium
1,5 % (w/v) Bacto-Agar
2.6.7 Kit Systeme
Plasmid Maxi Kit Qiagen-tip 500 (Qiagen, Hilden)
Nucleotrap Kit Gelisolationkit (Macherey-Nagel)
TNT-Kit gekoppelter Transkriptions- und Translationskit (Promega)
2.7 Materialien für die Zellbiologie
2.7.1 Lösungen für die Immunfluoreszenz
Formaldehyd 3,7% (w/v) Paraformaldehyd in PBS pH 7,4
Glycin 0,1 M in PBS pH 7,4
0,1% NP-40 NP-40 0,1% (v/v) in PBS pH 7,4
DAPI Stocklösung 5 mg/ml (Sigma)
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Einsiegelmedium PBS pH 7,4
40% (v/v) Glycerin
0,1% (v/v) Na-Azid
2.7.2 Lösungen für in vitro-Ubiquitinierungsassay
Ubiquitinierungsmix: je 20 m l-Ansatz
Puffer A: 40 mM TRIS pH 7,6
5 mM MgCl2
1 mM DTT
10 % (w/v) Glycerol
ATP-regenerierendes 10 mM Phosphokreatin
System: 0,1 m g/ml Creatinkinase
0,5 mM ATP
1 m M Okadaische Säure
1 m M Ubiquitinaldehyd (Calbiochem)
1 m M  Methylubiquitin (Sigma)
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3 Methoden
3.1 Zellkultur
3.1.1 Allgemeine Kulturbedingungen
Die Kultivierung von eukaryontischen Zellen erfolgte nach Standardmethoden, siehe z.B.
Spector (Cold Spring Habour Laboratoty Press, 1998).
Die verwendeten Zellen wurden als Adhäsionskulturen auf Polystyrol-Zellkulturschalen
(Nunc, Greiner) kultiviert.
Die Zellen wurden in Begasungsbrutschränken (BBD 620, Heraeus) bei 37°C, 96 %
relativer Feuchte und 5 % CO2 inkubiert.
Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen an einer sterilen Arbeitsbank
(Heraeus HeraSafe) durchgeführt.
3.1.2 Passagieren von Zellen
Zur kontinuierlichen Kultivierung wurden die Zellen alle 2-4 Tage zwischen 1:5 und 1:20
verdünnt, je nach Wachstumsgeschwindigkeit.
Die Zellen wurden zum Ablösen von der Kulturschale mit Trypsin/EDTA Lösung
behandelt. Dazu wurde das Kulturmedium abgesaugt und der Zellrasen einmal mit PBS
pH 7,4 gewaschen, um die im Serum enthaltenen Proteaseinhibitoren zu entfernen. Die
Zellen wurden dann durch Zugabe von Trypsin/EDTA und 2-5 min Inkubation bei 37°C
von der Kulturschale abgelöst. Je nach gewünschter Verdünnung wurden die Zellen in eine
frische Kulturschale mit Medium gegeben.
3.1.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen
Zur Lagerung wurden die Zellen in flüssigem Stickstoff aufbewahrt und bei Bedarf wieder
aufgetaut.
Zum Einfrieren wurden die Zellen zunächst in Suspension gebracht (siehe 3.1.2). Durch
Zentrifugation (5 min, 1000 rpm, Heraeus Minifuge RF) wurden die Zellen pelletiert. Das
Zellpellet wurde in Einfriermedium zur Vermeidung von Eiskristallen resuspendiert. Die
Zellsuspension wurde in Nunc Cryovials (2ml) gefüllt und für einige Minuten in einem
Eisbad gelagert. Schließlich wurden die Zellen für 3 Tage bei – 80°C und danach in
Lagertanks mit flüssigem Stickstoff aufbewahrt. Zum Auftauen von Zellen wurden die
gefrorenen Zellaliquots in einem 37°C Wasserbad auf 4°C erwärmt. Die Zellsuspension
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wurde mit 10 ml Vollmedium vermischt. Durch Zentrifugation (2 min, 1000 rpm, ,
Heraeus Minifuge RF) wurden die Zellen pelletiert und der berstand verworfen. Das
Pellet wurde erneut inVollmedium aufgenommen. Je nach Zelldichte wurden die Zellen
auf 10 oder 15 cm Kulturschalen ausgest, so dass eine Dichte von 5*105 bis 1,5*105  Zellen
nicht unterschritten wurde.
3.2 Zellbiologische Methoden
3.2.1 Transiente Transfektion von Sugerzellen durch Kalziumphosphatpr-
zipitation
Sugerzellen in Zellkultur knnen durch Aufnahme von Expressionsplasmiden, welche den
offenen Leserahmen fr ein Protein enthalten, zur Synthese dieses exogenen Proteins
veranlasst werden. Diese Expression ist zeitlich begrenzt (transient), kann aber durch
Selektion der Zellen fr ein Expressionsplasmid vorhandenes Resistenzgen auch dauerhaft
(stabil) gemacht werden. In gewissen Grenzen ist die resultierende Proteinproduktion
abhngig von der Konzentration des Expressionsplasmids im Kulturmedium.
Am Tag vor der Transfektion wurde die gewnschte Zelldichte in Kulturschalen
plattiert. 4 Stunden vor der Transfektion wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und
mit frischen Medium regefttert. Die hier gezeigten Transfektionen wurden mit Calcium-
Phosphat-Przipitation (Desbarats et al., 1996) durchgefhrt. Dazu wurde pro Ansatz die
entsprechende DNA (0,5-20 mg) mit H2O auf ein Volumen von 180 ml aufgefllt und mit
20 ml einer 2,5 M CaCl2-Lsung gemischt, sodass ein Volumen von 6 ml/cm2 Kulturschale
und eine Enkonzentration von 0,1 M erreicht wurde. Dann wurden 200 ml 2xHBS in 1,5 ml
Eppendorf-Reaktionsgefssen vorgelegt. Die DNA-CaCl2-Mischung wurde tropfenweise
zugegeben, wobei gleichzeitig durch Einblasen von Luft ber eine Pasteurpipette gemischt
wurde. Das entstandene Przipitat wurde resuspendiert und tropfenweise ins
Kulturmedium gegeben. Die Zellen wurde zwischen 12-18 Stunden so auf der Schale
belassen und anschliessend einmal mit PBS pH 7,4 gewaschen und mit frischem
Kulturmedium versorgt. Die Zellen wurden fr weitere 24 Stunden inkubiert und dann
geerntet.
3.2.2 Indirekte Immunfluoreszenz
Untersuchungen zur subzelllulren Lokalisation von Proteinen wurden mittels indirekter
Immunfluoreszenz durchgefhrt. Die Proteine wurden in fixierten Zellen mit Hilfe von
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spezifischen, fluoreszenzmarkierten Antikörpern nachgewiesen, die dann mit einem
Fluoreszenzmikroskop detektierbar sind.
Die Zellen wurden auf mikroskopischen Deckgläschen (rund, 13 mm Durchmesser)
kultiviert. Nachdem die Zellen einmal mit PBS pH 7,4 gewaschen wurden, erfolgte die
Fixierung der Zellen auf dem Deckgläschen durch Inkubation (10 min, Raumtemperatur)
mit Formaldehydlösung. Zur Neutralisation wurde zweimal mit 0,1 M Glycin in PBS ( je 5
min) gewaschen und die Zellen dann mit 0,1% (v/v) NP-40 in PBS (je 10 min)
permeabilisiert. Zur Verringerung von unspezifischen Antikörper-bindungen wurden die
Zellen für 30 min bei Raumtemperatur in IF-Blocklösung inkubiert.
Die Deckgläschen wurden in eine mit Parafilm ausgekleidete feuchte Kammer überführt
und 45 min bei RT mit den jeweiligen Primärantikörpern inkubiert. Die Antikörper wurden
üblicherweise in einer Verdünnung von 1:50 in Blocklösung eingesetzt. Anschliessend
wurde dreimal mit Blocklösung gewaschen (5 min, RT). Die sekundären, fluorophor-
gekoppelten Antikörper wurden ebenfalls 1:50 in Blocklösung verdünnt. Zur Färbung der
DNA wurde dieser Lösung DAPI zugesetzt (Finalkonzentration 1 mg/ml). Die Zellen
wurden wiederum 45 min mit dieser Lösung inkubiert. Danach wurde ungebundener
Antikörper durch Waschen entfernt, zuerst dreimal 5 min mit PBS/0,1% NP-40, dann
einmal mit PBS und abschliessend einmal mit Wasser. Die Deckgläschen wurden
vorsichtig entnommen, mit Tissue-Papier von anhaftender  Flüssigkeit befreit und mit
Einsiegelmedium auf Objektträgern fixiert.
Die Auswertung der Experimente erfolgte an einem Leica DMIRB Mikroskop. Die
Ergebnisse wurden mit einer Kappa CF 1/8 FMC CCD Kamera am Computer unter
Verwendung des Programms Adobe Photoshop dokumentiert.
3.2.3 Zellwachstumsversuche
a) Koloniebildung von primären Zellen nach retroviraler Infektion
Mit rekombinanten Retroviren infizierte primäre Zellen (5*10
5 Zellen) wurden 48 Stunden
nach Infektion trypsiniert und im Verhältnis von 10%, 20% und 70% in das entsprechene
Selektionsmedium auf 10 cm Kulturschalen plattiert. Die Zellen wurden an jedem dritten
Tag mit frischem Medium versorgt. Nach 10 bis 14 Tagen wurden die Zellen
mit eiskaltem Methanol fixiert und mit Giemsa-Lösung (Sigma) nach Herstellerangabe
gefärbt.
b) Rettung von CKI-induziertem Zellzyklusarrest
Zuerst wurden Zellen (5*10
5 Zellen/ 10  cm Kulturschale) mit Retroviren infiziert, die das
rettende Gen und das Hygromycin-Resistenzgen exprimierten. Nach Antibiotikaselektion
der Zellpools wurde mittels Western Blot die Expression der entsprechenden Proteine
überprüft. Von diesen Zellen wurden wiederum 5*10
5 Zellen ausplattiert und mit
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Retroviren infiziert, die p27 oder p16 und das Hygromycin-Resistenzgen exprimierten. Zur
Kontrolle wurden Zellen mit Viren infiziert, die nur das Resistenzgen aufwiesen. 48
Stunden nach der zweiten Infektion wurden die Zellen im Verhältnis von 10%, 20% und
70% aufgeteilt und auf 10 cm Schalen in ein Medium überführt, dass beide
Selektionsantibiotika enthielt. Nach 10 bis 14 Tagen wurden die Zellen wie oben fixiert
und gefärbt. Alternativ wurde von solchen Zellen eine Wachstumskurve erstellt.
c) Wachstumskurven von retroviral infizierten oder primären Zellen
Zur Bestimmung der Wachstumsraten von Zellen, wurden 1*10
4 Zellen auf 6 cm
Kulturschalen plattiert. Das Wachstum der Zellen wurde durch Ermitteln der Zellzahl mit
einer Neubauer-Zählkammer bestimmt. Zur Fehlerminimierung wurden jeweils drei
identische Ansätze pro Wert ausplattiert und gezählt. Der erste Wert diente zur
Normalisierung und somit als Referenz für die folgenden Wachstumsraten der Zellen.
3.2.4 Seneszenzfärbung
Zum Nachweis von saurer ß-Galaktosidaseaktivität, die als Marker für zelluläre Seneszenz
dient, wurde das Protokoll nach Dimri et al. (1995) verwendet. Dazu wurden die Zellen
einmal mit PBS gewaschen und für 10 Min in 0,5% Glutardialdehyd in PBS in der
Kulturschale fixiert. Anschliessend wurden die Zellen einmal mit PBS/1 mM MgCl2
gewaschen. Die blaue Färbung der seneszenten Zellen entwickelte sich in einer X-Gal-
Lösung (1 mg/ml X-Gal (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-ß-D-Galaktosid, Applichem), 0,12
mM K3Fe[CN]6, 0,12 mM K4Fe[CN]6, 1 mM MgCl2, in PBS pH6,0) bei 37°C. Die
Inkubation der Zellen wurde 1 bis 3 Tage durchgeführt, bis eine geeignet intensive
Färbung erreicht war.
3.3 Biochemische Methoden
3.3.1 Herstellung von Zellysat
Zur biochemischen Untersuchung von Proteinexpression und Enzymaktivität war es
notwendig, die Zellen aufzuschliessen. Dieser Aufschluss der Zellen erfolgte durch
mehrere Zyklen von schnellem Einfrieren und Auftauen („freeze-thaw“) der Zellpellets in
Anwesenheit eines milden Detergenz im Lysepuffer.
Hierzu wurden die Kulturschalen zweimal mit PBS pH 7,4 gewaschen. Die adhärenten
Zellen wurden dann mechnisch mit einem Zellschaber in wenig PBS abgelöst. Durch
Zentrifugation (1 min, 5000 rpm, Heraeus Biofuge Fresco) wurde das  PBS abgetrennt und
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die pelletierten Zellen entweder zur Lagerung bei – 80°C eingefroren oder zur sofortigen
Verwendung in Lysepuffer resuspendiert (50 m l Zellen auf 250 m l Lysepuffer). Die
Suspension wurde in flüssigem Stickstoff schockgefroren und anschliessend im Wasserbad
bei 37°C wieder aufgetaut. Diese Prozedur wurde dreimal wiederholt.
Das Zelllysat wurde durch Zentrifugation (15 min, 13.000 rpm, Heraeus Biofuge
Fresco) von Zelltrümmern abgetrennt und der klare Überstand für die folgenden
Experimente weiterverwendet.
3.3.2 Proteinbestimmung nach Bradford
Die Bestimmung der Proteinkonzentration in oben beschriebenen Lysaten erfolgte nach der
Methode von Bradford (1976).
Es wurden jeweils 2 und 5 m l Lysat zu 100 m l NaCl Lösung (150 mM) gegeben und mit
1 ml Bradfordlösung vermischt. Die Lösung wurde 10 min bei Raumtemperatur inkubiert
und anschiessend die Absorption bei 595 nm bestimmt.
Die Berechnung der Proteinkonzentration erfolgte durch Vergleich mit einer
Eichgeraden, die jeweils parallel aus BSA-Lösungen bekannter Konzentration erstellt
wurde.
3.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)
Proteine lassen sich in einem Acrylamidgel nach ihrer Molekularmasse auftrennen. Je nach
gewählten Pufferbedingungen können native oder denaturierende Gele verwendet werden.
In der vorliegenden Arbeit wurden ausschliesslich denaturierende, diskontinuierliche
Acrylamidgele verwendet.
Es kamen vertikale Gelapparaturen zum Einsatz, die zunächst ein kurzes und
niedrigprozentiges Sammelgel enthalten, welches die Proteine zur einer schmalen Front
zusammenschiebt. Diese wird dann bei Erreichen des folgenden Trenngels, in dem andere
Pufferbedingungen herrschen, entsprechend der Molekülgrösse der enthaltenen Proteine
aufgetrennt (siehe auch Maniatis et al.).
Sammel- und Trenngel wurden durch Mischen der jeweiligen Gelpuffer mit Acrylamid/
Bisacrylamid Stammlösung und H2O hergestellt. Dem Trenngel wurde durch Zugabe von
1% linearem Polyacrylamid zusätzlich mechanische Festigkeit verliehen. Die
Polymerisation der Gele wurde durch Zugabe von TEMED (0,08% v/v) und APS (1% v/v)
gestartet.
Die Gele wurde zwischen Glasscheiben der Grössen 12x10 cm, 20x20 cm oder
20x36 cm und einer Dicke von 0,8 bzw. 1 cm gegossen. Das Trenngel wurde direkt nach
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dem Giessen mit Isopropanol überschichtet, um einer glatte Oberfläche des Gels zu
gewährleisten. Nach der Polymerisation wurde mit Wasser gespült und dann das
Sammelgel aufgegossen. Dabei wurden durch das Einsetzen von Kämmen die Ladetaschen
erzeugt, die je nach Probenvolumen zwischen 50 und 200 mm3 fassen können.
Die Proteinproben wurden vor der Elektrophorese mit 3 x SDS-Probenpuffer versetzt,
für 5 min bei 95°C inkubiert und dann in die Ladetaschen pipettiert.
Die angelegte Spannung von 10 V/cm ergibt nach 1-2 Stunden eine Auftrennung mit einer
Auflösung von ca. 1 kDa. Das entspricht etwa 10 Aminosäuren. Es wurden für
Proteingrössen von 20-50 kDa 12%ige, für Proteine grösser als 50 kDa 10%ige und für
Proteine grösser als 70 kDa bis zu 15%ige Gele verwendet.
Die anschliessenden Methoden zum Nachweis der Proteine (Coomassie- oder
Silberfärbung, Autoradiographie, Western Blot), erlauben je nach Sensitivität die
Detektion von Proteinbanden, die weniger als 10 ng Protein enthalten.
3.3.4 Western Blot
Die Methode erlaubt den Nachweis von SDS-Page aufgetrennten Proteinen mittels
spezifischer Antikörper. Die relative Konzentration der Proteine ist semiquantitativ
bestimmbar.
Die getrennten Proteine werden elektrophoretisch aus dem SDS-Polyacrylamidgel auf
eine PVDF Membran überführt, an die sie fest gebunden werden.
Die Membran kann dann mit Antikörpern inkubiert werden, die spezifisch gegen das
nachzuweisende Protein gerichtet sind. Die Bindung des spezifischen Antikörpers wird
anschliessend mit Hilfe eines sekundären Antikörpers sichtbar gemacht. Dieser sekundäre
Antikörper ist gegen den konstanten Teil des spezifischen Antikörpers gerichtet und
zusätzlich an Meerrettich-Peroxidase gekoppelt.
Die PVDF-Membran wurde genau auf die Grösse des Acrylamidgels zugeschnitten.
Dann erfolgte eine Behandlung der Membran mit 100% Methanol (1 min), H2O (2 min)
und Blotpuffer (5 min), um eine gleichmässige Benetzung sicherzustellen.
Der Transfer der Proteine erfolgte in einer „semi-dry“ Blotting Apparatur (BioRad).
Dazu wurden zunächst drei Whatman  Papiere zugeschnitten, in Blotpuffer getränkt und
glatt auf die Anode aufgebracht. Darauf wurde die vorbehandelte Membran gelegt und
obenauf das Acrylamidgel. Den Abschluss bilden nochmal 3 getränkte Whatman Papiere.
Die Kathode wurde dann mit leicher Vorspannung auf das Blot-Sandwich gelegt. Der
elektrophoretische Transfer wurde mit einer Strombegrenzung von 6mA pro cm2 der
Membran für 60-120 min durchgeführt.
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Nach dem Transfer wurde die Membran für 30 min in Block-Lösung inkubiert. Danach
erfolgte der Austausch der Block-Lösung und die Zugabe des primären Antikörpers in
Verdünnungen zwischen 1:100 bis 1:5000 und Inkubation bei 4°C über Nacht.
Die Membran wurde nun dreimal mit TBS-T gewaschen und dann für 1 Stunde mit einem
geeigneten sekundären Antikörper (horseradish-peroxidase gekoppelt, Amersham
Pharmacia) in Block–Lösung inkubiert. Anschliessend wurde die Membran erneut mit
TBS-T gewaschen (5 x 10min).
Die Entwicklung der Membran verlief nach Herstelleranweisung mit ECL oder ECL+
Reagenzien (Amersham Pharmacia). Die erzeugte Chemilumineszenz wurde durch
Exposition der Membran auf ECL-Hyperfilm dokumentiert.
3.3.5 Immunpräzipitation/Immundepletion
Immunpräzipitation von Proteinen erlaubt die Isolierung/Aufreinigung oder die komplette
Depletion einzelner Proteine aus Gesamtzelllysaten. Hierfür wurden Antikörper, die
spezifisch gegen das gewünschte Protein gerichtet waren, an eine unlösliche, inerte
Trägersubstanz (Protein-G-Sepharose) gekoppelt. Der Fc-Teil des Antikörpers koppelt
adhäsiv an Protein-G, das seinerseits kovalent mit der Sepharose verbunden ist.
Nach Inkubation der Sepharose mit Zelllysat und Binden des Antikörpers an das
Zielprotein können alle anderen Proteine des Lysats durch Waschen mit geeigenten
Puffern entfernt werden. So erhält man eine verunreinigungsfreie Präparation des Proteins
bzw. auch der Proteinkomplexe, die das Protein bilden kann.
Alle Schritte der Präzipitation wurden auf Eis durchgeführt, um proteolytischen Abbau und
unerwünschte Enzymaktivitäten zu vermeiden.
Üblicherweise wurde eine Menge von 100 m g Totalprotein pro Ansatz verwendet. Es
wurden zweimal 20 m l Protein-G-Sepharose pro Ansatz durch Waschen mit Lysepuffer
äquilibriert. Unspezifische Bindungskapazitäten der Protein-G-Sepharose wurden durch
Zusatz von 2%iger BSA-Lösung in Lysepuffer und anschliessender Inkubation für 15 min
bei 4°C abgesättigt. Einer der Ansätze wurde nun mit dem spezifischen Antikörper versetzt
und für 60 min bei 4°C inkubiert und so eine quantitative Bindung an die Sepharose
sicherzustellen (Antikörperkopplung). Die Menge an Antikörper variierte dabei zwischen 2
und 20 m l pro Ansatz.
Der andere Ansatz wurde zur Entfernung unspezifisch bindender Proteine mit Zelllysat
versetzt und für 30 min bei 4°C inkubiert (Vorreinigung).
Schliesslich wurde die Sepharose in beiden Ansätzen abzentrifugiert und das Pellet der
Antikörperkopplung mit dem Überstand der Vorreinigung versetzt. Dieses Gemisch wurde
für mindestens 4 Stunden oder über Nacht bei 4°C auf einem Überkopfschüttler inkubiert.
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Für Immundepletionen wurde dann der Überstand weiterverwendet und zur
vollständigen Entfernung des Zielproteins einer weiteren Depletionsrunde unterworfen.
Für eine Immunpräzipitation wurde das Pellet weiterverwendet. Das Pellet wurde dabei 2-3
mal mit Lysepuffer gewaschen und dann je nach Experiment weiterverwendet.
3.3.6 Bestimmung der Kinaseaktivität von Cyclin-cdk Komplexen (Kinase-Assay)
Die enzymatische Aktivität von Proteinkinasen wurde qualitativ und semi-quantitativ
bestimmt. Dazu wurden gereinigte Enzymkomplexe mit einem geeigneten
Phosphatgruppenakzeptor (Substratprotein) und einem radioaktiven ATP (g -32P-ATP)
inkubiert. Das radioaktive Phosphat wird durch die aktive Kinase auf den
Phosphatgruppenakzeptor übertragen und die Enzymaktivität somit anhand der
rakioaktiven Markierung des Akzeptors gemessen.
In der vorliegenenden Arbeit wurden CyclinE-cdk2 Komplexe durch
Immunpräzipitation aufgereinigt und die vorhandene Kinaseaktivität anhand der
Phosphorylierung von Histon H1 als Substrat gemessen.
Die Immunpräzipitate wurden in Kinaseassaypuffer äquilibriert und pro Ansatz mit
22 m l Kinaseassaypuffer, 1,25 m l Histon H1 (Lösung in H2O, 1 mg/ml), 1,25 m l ATP (1
mM) und 2-5 m Ci g -32P-ATP (10 m Ci/ m l) versetzt. Die Ansätze wurden für 30-45 min bei
30°C inkubiert. Die Reaktion wurde dann durch Zugabe von 10 m l 3 x SDS-Puffer beendet.
Die Proteine wurden vollständig denaturiert durch 5 minütige Inkubation bei 95°C. Dann
erfolgte die elektrophoretische Auftrennung der Ansätze (je 20 m l) in einem 12%igem
SDS-Polyacrylamidgel.
Die Gele wurden auf einem Geltrockner getrocknet und anschliessend entweder auf
Röntgenfilm oder einer Phosphorimager Platte exponiert. Die enzymatische Aktivität
konnte anhand der Signalstärke mit Hilfe eines Fuji Bas 1000 Phophoimagers und unter
Verwendung eines MacBAS  Analyseprogramms bestimmt werden.
3.3.7 Expression rekombinanter Proteine im E.coli System
Die Expression von rekombinanten Proteinen wurde in E.coli (Stamm BL-21)
durchgeführt unter Verwendung von Expressionsplasmiden, deren offener Leserahmen
unter der Kontrolle eines IPTG induzierbaren Promotors steht (pGEX, pRSET). Die
Plasmide enthalten zusätzlich 5-6 Histidinreste am N-Terminus, die die Aufreinigung der
Proteine über Ni-NTA-Agarose (Qiagen) ermöglichen.
Die entsprechenden Plasmide wurden in BL-21 transformiert und in 500 ml LB-
Medium kultiviert. Bei einer OD600 von 0,6-0,8 wurde die Proteinexpression mit 500 mM
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IPTG induziert. Im Abstand von 60 min wurden Proben entnommen, abzentrifugiert und
die Bakterienpellets in 3xSDS Puffer für 5 min bei 95°C inkubiert. Diese Lysate wurden
mit SDS-Page analysiert, die Gele mit Coomassie gefärbt und so die Induktion der
Expression des rekombinanten Proteins verfolgt.
Nach 4-5 Stunden wurde die Kultur abzentrifugiert und das Pellet in Puffer A ( 5-10 ml)
resuspendiert. Die Bakterien wurden in einem Zellhomogenisator (Typ Art-Micra D8)
aufgebrochen (3 x 30 s). Die Zelltrümmer wurden abzentrifugiert, das Lysat auf die mit
Puffer A äquilibrierte Ni-NTA-Agarose gegeben (1-2 ml) und für 60 min bei 4°C in einem
Überkopfschüttler inkubiert.
Nach kurzer Zentrifugation wurde der Überstand verworfen und die Ni-NTA-Agarose
nacheinander mit 5 M und 1 M Harnstoff inkubiert. Im folgenden Schritt wurde die
Agarose in Puffer C umgepuffert. Zur Elution wurden diesem Puffer ansteigenden Mengen
Imidazol zugefügt. Nach einem einleitenden Schritt mit 20 mM Imidazol, bei dem
niedrigaffine gebundene Verunreinigungen ausgewaschen wurden, wurde mit 500 mM bis
1 M Imidazol eluiert. Das eluierte Protein wurde dann in Puffer C ohne Imidazol dialysiert.
Die Aufreinigung wurde über SDS-Page kontrolliert.
3.3.8 in vitro-Ubiquitinierungsassay
Die Ubiquitinierung von Proteinen kann sichtbar gemacht werden, indem in vitro-
translatiertes und radioaktiv markiertes Protein mit einem Ubiquitinierungsmix inkubiert
wurde, in Anwesenheit eines ATP-regenerierenden Systems und unter Verwendung HeLa-
Zell-Lysaten, die die eigentliche Ubiquitnierungsmaschinerie beeinhalten. (siehe 2.7.2 und
4.3.6). Die Ansätzte wurden bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 3 x
SDS-Puffer gestoppt. Die Proben wurden 5 min bei 95°C aufgekocht und danach mit einer
SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt. Die ubiquinierten Formen des Proteins wurden dann
mittels Fluorographie sichtbar gemacht.
3.4 Molekularbiologische Methoden
3.4.1 Allgemeines
Restriktionsverdau von DNA, Ligation von DNA-Fragmenten, Transformation von
kompetenten E.coli Sicherheitsstämmen, Subklonierung von DNA-Fragmenten und
Isolation von Plasmid-DNA im Mini- und Maxipräparationsmassstab wurde nach
Standardmethoden durchgeführt, wie sie z.B. bei Maniatis et al. detailliert beschrieben
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sind. DNA modifizierende Enzyme wurden von verschiedenen Herstellern bezogen
(Gibco, Amersham Pharmacia, Boehringer Mannheim/Roche Biochemicals) und
entsprechend der Anweisungen der Hersteller verwendet.
3.4.2 Kultivierung und Lagerung von Bakterien für die Molekularbiologie
Für molekularbiologische Zwecke wurden die E.coli Sicherheitsstämme XL-1 Blue oder
BL-21 eingesetzt. Die Kultivierung erfolgte in LB-Medium mit oder ohne Ampicillin (100
m g/ml) bei 37°C in Schüttelinkubatoren.
Für die dauerhafte Lagerung von Bakterien wurden eine 0,5 ml Übernachtkultur mit 0,5
ml Glycerin versetzt und bei –80 °C eingefroren.
3.4.3 Herstellung transformationskompetenter Bakterien
Transformationskompetente Bakterien wurden durch Behandlung mit Rubidiumchlorid
hergestellt, welches die Plasmidaufnahme der Bakterien aus dem Medium erhöht.
Dazu wurden 250 ml LB-Medium mit 20 mM MgSO4 mit einer Übernachtkultur
angeimpft. Die Kultur wurde bis zu einer OD600 von 0,4-0,6 angezogen. Die Bakterien
wurden bei 5000 rpm in einem Sorvall GS-3 Rotor abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 100
ml eiskaltem TFB1 resuspendiert, für 5 min auf Eis inkubiert und erneut unter gleichen
Bedingungen bei 4°C abzentrifugiert. Nun wurde das Pellet in 100 ml TFB2
aufgenommen, für 50-60 min auf Eis inkubiert und schliesslich in Aliquots zu 200 m l
aufgeteilt, die bei –80°C gelagert wurden.
3.4.4 Transformation von Bakterien durch Hitzeschock
Transformationskompetente Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und mit dem gewünschten
Plasmid oder Ligationsansatz versetzt. Die Mischung wurde für 20 min auf Eis inkubiert,
dann für 45 s auf 42°C gebracht und anschliessend erneut für 2 min auf Eis inkubiert. Nach
Zugabe von 600 m l LB Medium ohne Ampicillin wurde die Kultur für 45 min bei 37°C in
einem geeigneten Schüttler inkubiert und dann entweder in eine Flüssigkultur überführt
oder auf eine LBAmp-Agarplatte ausgestrichen.
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3.4.5 Analytische Präparation von Plasmid-DNA aus Bakterien (Mini Präp)
2 ml einer Übernachtkultur von transformierten E.coli wurde für 2 min bei 7000 rpm in
einer Heraeus Tischzentrifuge abzentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in 110 m l STET
Puffer mit 0,5 mg/ml Lysozym resuspendiert und dann bei Raumtemperatur für 5 min
inkubiert. Danach wurde die Suspension 1 min bei 95°C inkubiert und anschliessend
abzentrifugiert (15 min, 4°C, 13.000 rpm, Heraeus Tischzentrifuge). Der Überstand wurde
abgenommen und mit 110 m l Isopropanol versetzt und erneut bei gleichen Bedingungen
zentrifugiert. Das Pellet wurde einmal mit 70 % (v/v) Ethanol gewaschen, getrocknet und
in 30 m l TE Puffer aufgenommen.
3.4.6 Photometrische Bestimmung von DNA
Die Bestimmung von DNA-Konzentrationen  erfolgte durch Bestimmung der Absorption
bei 260 nm. Die Messung erfolgten in Quarzküvetten mit einer Schichtdicke von 1 cm.
Eine Absorptionseinheit entspricht dabei 50 m g/ml DANN.
Die Bestimmung der Absorption bei 280 nm und die Bildung des Quotienten aus beiden
Werten gibt einen Anhaltspunkt bezüglich der Reinheit der Präparation. Eine ausreichend
reine Präparation sollte einen Quotienten A260/A280 von 1,8 ±  0,2 aufweisen.
3.4.7 Sequenzspezifische Hydrolyse von DNA mit Restriktionsendonucleasen
Die sequenzspezifische, enzymatische Hydrolyse von DNA mit Restriktionsendonucleasen
erfolgte mit den vom jeweiligen Hersteller angegebenen Puffer- und Inkubations-
bedingungen.
3.4.8 Dephosphorylierung von 5´-Enden mit alkalischer Phosphatase
Plasmide, die mit nur einem Restriktionsenzym geschnitten wurden, religieren spontan an
der zuvor erzeugten Schnittstelle. Die Behandlung eines so geschnittenen Plasmids mit
alkalischer Phosphatase (CIP, Boehringer Ingelheim) spaltet die freien 5´-Phosphatenden
der linearen DNA und verhindert so die Religierung des Plasmids. Die Reaktion wurde
nach Herstellervorschrift für 30 min bei 37°C durchgeführt. Anschliessend erfolgte eine
Inaktivierung der Phosphatase durch Wärmebehandlung oder die DNA wurde mit Phenol-
Chloroform extrahiert. Nach Ethanolfällung wurde die DNA für die folgenden Reaktion
weiterverarbeitet.
Methoden
42
3.4.9 Ligation von DNA-Fragmenten
Die kovalente Verknüpfung von DNA-Fragmenten wurde mit T4-DNA Ligase (Amersham
Pharmacia) erreicht. Die Reaktion wurde herstellergemäss durchgeführt. Dabei wurden
10-50 ng linearisiertes Plasmid mit etwa 10fachem Überschuss an isoliertem DNA-
Fragment ligiert.
3.4.10 DNA Gelelektrophorese
Die Analyse von Plasmiden, die Überprüfung von Restriktionsreaktionen und die
Aufreinigung von DNA-Fragmenten erfolgten über Agarosegel-Elektrophorese. Je nach
Grösse der DNA-Fragmente wurden Agarosekonzentrationen zwischen 0,7 und 1,2 %
(w/v) gewählt. Die Agarose (Gibco) wurde in TAE Puffer aufgekocht, auf etwas 50°C
abgekühlt und mit 500 ng/ml Ethidiumbromid versetzt. Dann wurde die Agarose in einen
geeigneten Gelträger mit eingesetztem Probenkamm gegossen. Die DNA Proben wurden
mit 1/10 Volumen DNA-Ladepuffer versetzt und in die Geltaschen aufgetragen. Die
Elektrophorese erfolgte bei 10 V/cm. Das zugefügte Ethidiumbromid interkaliert mit der
DNA, sodass Anregung mit UV-Licht (254 nm) die DNA durch die resultierende
Fluoreszenz nachweisbar macht.
3.4.11 Reinigung von DNA durch Phenolextraktion und Ethanolpräzipitation
Die Trennung von DNA/Proteingemischen zur Aufreinigung der DNA erfolgte mit Phenol-
Extraktion. Die DNA Proben wurden hierzu mit einem Volumen Phenol (mit TE gesättigt,
pH 8,0,)/Chloroform versetzt und gemischt. Nach Zentrifugation  (10 min, RT, 13.000
rpm, Heraeus Tischzentrifuge) wurde die wässrige Phase abgenommen, mit einem
Volumen Chloroform/Isoamylalkohol (24:1 v/v) versetzt und gemischt. Nach erneuter
Zentrifugation wurde die wässrige Phase abgenommen, mit 1/10 Volumen 5M Na-Azetat
und 2,5 Volumen Ethanol versetzt und für 30 min bei –20°C inkubiert. Abschliessend
wurde für 15 min bei 13.000 rpm zentrifugiert, das resultierende Pellet einmal mit 70 %
Ethanol gewaschen und dann getrocknet. Die DNA wurde in einem geeigneten Volumen
H2O oder TE Puffer gelöst.
Methoden
43
3.4.12 Elution von DNA Fragmenten aus Agarosegelen
Zur Aufreinigung von DNA Fragmenten aus Agarosegelen wurde die gewünschten Banden
aus dem Gel ausgeschnitten und die isolierte Agarose einige Minuten bei –80°C
tiefgefroren. Die folgende Zentrifugation (10-20 min, 13.000 rpm, Heraeus) der gefrorenen
Agarose durch ein unten geöffnetes, mit Glaswolle verschlossenes Reaktionsgefäss zerstört
die Agarose mechanisch. Die DNA wird dann aus der aufgefangenen Lösung mit Ethanol
präzipitiert.
3.4.13 Polymerase Kettenreaktion, Megaprime PCR
Die Polymerase Kettenreaktion wurde zur Amplifikation von DNA Fragmenten und zur
Erzeugung von Punktmutationen in DNA verwendet. Die Anwendung dieser Methode
erfolgte überwiegend nach Mantiatis et al.
In der Regel wurden 10 ng Template mit je 5 m l einer 10 m M 5´- bzw. 3´-Primerlösung
verwendet. Diese wurden mit einer Lösung aus PCR Puffer und Desoxynukleotiden  (2,5
mM je Nukleotid) versetzt.
Nach Denaturierung des PCR-Ansatzes (2 min, 94°C) wurde 30 mal ein Zyklus aus
Anlagerung (Annealing, 50-68°C), Polymerisation (72°C) und Denaturierung (94°C)
durchlaufen.
Es wurden hitzeresistente DNA Polymerasen verwendet, wie z.B. TaqDNA Polymerase
(Sigma, Stratagene) oder PfuDNA Polymerase mit Proof-reading (Stratagene). Die
Pufferbedingungen wurden gemäss den Hersteller-Empfehlungen gewählt. Die Reaktionen
wurden in einem OmniGene Thermocycler der Firma Hybaid durchgeführt. Verwendete
Primer sind im Materialteil aufgelistet.
Die gezielte Einführung von Punktmutationen in DNA-Sequenzen wurde mittels
Megaprime PCR erreicht. Dabei wurden zwei terminale (5´und 3´-Ende) und ein interner
Primer, der die gewünschte Mutation trägt, verwendet. In der ersten PCR wurden ein
terminaler und der interne Primer eingesetzt. Das resultierende amplifizierte DNA-
Fragment (Megaprimer) wurde isoliert und in der folgenden PCR mit dem zweiten
terminalen Primer verwendet. Das vollständige Produkt enthielt nun die gewünschte
Mutation und konnte nach Aufreinigung und Restriktionsverdau in einen geeigneten
Vektor ligiert werden.
Zur Überprüfung der PCR-Reaktion wurden die Plasmide von der Firma TopLab
(Martinsried) sequenziert.
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4 Ergebnisse
4.1 Cyclin D2/cdk4 ist ein Myc-induzierter Umlagerungskomplex für
p27Kip1
Cyclin D2 ist ein direktes Zielgen von c-Myc und trägt durch Sequestrierung des
Zellzyklusinhibitors p27Kip1 zur Progression des Zellzyklus bei.
4.1.1 Myc-induzierte Cyclin D2/cdk4-Komplexe tragen zur Umlagerung von p27Kip1
bei
Um spezifisch Proteinkomplexe zu analysieren, die von Myc induziert werden, wurden
Rat1-Myc-ER Zellen 2 Tage dichtearretiert. Anschliessend wurde durch Zugabe von 200
nM 4-Hydroxy-Tamoxifen (4-OHT) Myc funktional aktiviert (Bouchard et al., 1999; siehe
Abschnitt 1.4.1). 8 Stunden nach Aktivierung mit 4-OHT wurden Extrakte aus den Zellen
gewonnen. Zu diesem Zeitpunkt ist p27Kip1 zum grössten Teil aus cdk2-Komplexen
abdissoziiert, jedoch noch nicht abgebaut (Müller et al., 1997).
Die Extrakte wurden Immundepletionen unterzogen, um bekannte Bindungspartner von
p27Kip1 aus den Extrakten zu entfernen (siehe Abschnitt 3.3.5). Induzierte und nicht-
induzierte Extrakte wurden dann im Western Blot auf ihren p27Kip1-Gehalt hin untersucht
(Abb. 4). Die Depletion von Proteinen mit einem Antikörper-Mix aus anti-cdk2, anti-
Cyclin D1, anti-Cyclin D2 und anti-Cyclin D3 Antikörpern reduzierte die bekannten
Bindungspartner von p27Kip1, wie Cyclin E, Cyclin D1-D3 und cdk2 um 90-95%, sowohl
in induzierten, wie in nicht-induzierten Extrakten (Abb. 4a). Nur Cyclin A verblieb zu etwa
50 % in depletierten Extrakten, wahrscheinlich aufgrund der Komplexbildung mit cdc2.
Diese Cyclin A-Komplexe interagieren nur sehr schwach mit p27Kip1 und sollten daher hier
keinen Einfluss haben (Draetta et al., 1989; Polyak et al., 1994).
In den gleichen Extrakten wurden die zellulären Mengen an p27Kip1 mit Western Blots
bestimmt und mit bekannten Mengen an rekombinanten p27Kip1 verglichen (Abb. 4c-d).
Die Depletion der bekannten Bindungspartner von p27Kip1 reduzierte die Menge an
zellulärem p27Kip1 um etwa 90% in induzierten und nicht-induzierten Extrakten. Die
Existenz eines bis dahin unbekannten Myc-induzierten p27Kip1-enthaltenden Komplexes
wurde daher unwahrscheinlich, obwohl nicht ausgeschlossen werden konnte, dass die
verbleibenden 10% nicht-depletiertes p27Kip1 einen solchen Komplex enthalten könnten.
Im Gegensatz zu den Cyclinen D1 und D3, wurde für Cyclin D2 in Myc-
induzierten Extrakten eine Induktion der Expression beobachtet (Abb. 4b). Deshalb wurde
das Depletionsexperiment noch einmal wiederholt, jedoch diesmal wurde im Antikörper-
Mix kein anti-Cyclin D2 Antikörper verwendet.
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Abb. 4: Analyse von Myc-induzierten p27Kip1-Komplexen
Extrakte von dichte-arretierten Rat1-MycER Zellen nach 8 Stunden Induktion mit 4-OHT. Die
Abbildung wurde freundlicherweise von Caroline Bouchard zur Verfügung gestellt.
(a) Immundepletions-Experimente und Western Blots von induzierten und nicht-induzierten
Extrakten mit den gekennzeichneten Antikörpern vor und nach 3 Runden Depletion mit einem
Antikörper-Mix aus anti-cdk2 und anti-Cyclin D1-D2-D3.
(b) Anti-p27Kip1 Western Blot von induzierten und nicht-induzierten Extrakten nach Depletion mit
Antikörper-Mix wie in (a) mit und ohne anti-Cyclin D2. Zur Kontrolle wurden kalibrierte Mengen an
rekombinantem p27Kip1 und Aliquots von nicht-induziertem Extrakt aufgetragen.
(c) Quantifizierung der Mengen an p27Kip1 in verschiedenen Extrakten. Gezeigt sind die Mittelwerte
aus 3 unabhängigen Experimenten.
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In time-course Experimenten wurde verifiziert, das die Bildung von Cyclin D2-p27Kip1
Komplexen zeitlich zur schnellen, 4-6 Stunden nach Aktivierung von Myc stattfindenden
Dissoziation von p27Kip1 aus cdk2-Komplexen, passt (Bouchard, C., Daten nicht gezeigt).
Die Aktivierung von Myc induzierte die Expression von Cyclin D2 Protein und die
Formation von Cyclin D2-cdk4-p27Kip1 Komplexen 3 Stunden nach Induktion mit 4-OHT
mit maximaler Präsenz der Komplexe nach 6-9 Stunden. Die Induktion von Cyclin D2 war
transient und sank am Ende der G1-Phase wieder ab. Weiterhin wurde gefunden, dass cdk4
nach Induktion von Myc in erhöhtem Masse mit p27Kip1 und Cyclin D2 assoziiert ist und
ternäre Komplexe aus diesen drei Proteinen vorlagen (pers. Mitteilung Caroline Bouchard).
Daraus wurde geschlossen, das die Induktion von Cyclin D2 durch Myc, die Bildung
von CyclinD2-cdk4-p27Kip1 Komplexen induziert und p27Kip1 damit aus cdk2-Komplexen
sequestriert wird, was die Aktivierung der cdk2-Komplexe zur Folge hat und die
Zellzyklusprogression fördert.
4.1.2 Cyclin D2 ist ein direktes Zielgen von Myc
Um zu überprüfen, ob die Induktion von Cyclin D2 durch Myc auch auf RNA Ebene
nachweisbar ist, wurden Northern Blot Experimente durchgeführt (Abb. 5). Dazu wurden
Rat1-MycER 48 Stunden Serum-gehungert und anschliessend wurden die Zellen mit 4-
OHT induziert. Zeitabhängig wurde aus solchen Myc-aktivierten Zellen RNA isoliert. Die
Detektion von Cylin D2 mRNA wurde im Northern Blot mit einer Cylin D2 Sonde aus
Ratte durchgeführt. Zur Ladungskontrolle wurde das "house-keeping-gene" GAPDH
hybridisiert. Durch Zugabe von Cycloheximid, einem Inhibitor der Proteinsynthese, wurde
zusätzlich die direkte Wirkung von Myc auf die Expression der Cyclin D2 mRNA
untersucht (Abb. 5, zur Verfügung gestellt von C. Bouchard).
In serum-gehungerten Zellen konnte nach Aktivierung von Myc eine rasche, schon nach
30 min erkennbare Induktion der Cyclin D2 mRNA nachgewiesen werden. Auch die
Anwesenheit von Cycloheximid inhibierte diese Induktion nicht. Die Halbwertszeit des
MycER Proteins lag unter diesen Bedingungen bei etwa 30 Min. Daher war 4 Stunden
nach Beginn der Cycloheximid Zugabe, keine weitere Induktion mehr von Cyclin D2 zu
erkennen, da dann auch kein MycER mehr nachweisbar war.
Die Experimente liessen daher den Schluss zu, dass eine direkte, ohne zusätzliche
Proteine vermittelte Induktion von Cyclin D2 mRNA durch Myc stattfand, sodass Cyclin
D2 als ein direktes Zielgen von Myc betrachtet werden konnte.
Identische Resultate konnten auch durch RT-PCR Experimente erzielt werden (Daten
nicht gezeigt, pers. Mitteilung C. Bouchard).
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Abb. 5: Regulation der Expression von Cyclin D2 mRNA durch Myc
Northern Blot Experimente zur Expression von Cylin D2 mRNA und GAPDH als Kontrolle in serum-
gehungerten und 4-OHT behandelten Rat1-MycER Zellen. Die Abbildung wurde freundlicherweise
von C. Bouchard zur Verfgung gestellt.
(a) Zeitabhngige Induktion von Cyclin D2 mRNA nach 4-OHT Behandlung.
(b) Inhibition der Proteinsynthese mit 50 mg/ml Cycloheximid. Gezeigt ist der Einbau von [35S]-
Methionin.
(c) Induktion von Cyclin D2 mRNA nach Inkubation der Zellen mit Cycloheximid (Endkonzentration
50mg/ml) 10 min vor Zugabe von 4-OHT.
(d) Quantifizierung von Cyclin D2 mRNA  nach 4-OHT Zugabe in An- und Abwesenheit von
Cycloheximid.
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Sequenzvergleiche der Promotorregionen von Cyclin D2 in verschiedenen Spezies,
zeigten, dass zwei im Ratten-, Maus- und Humanen-Cylin D2 Promoter zwei konservierte
E-Boxen zu finden sind (Abb. 6). Mit transienten Transfektionsexperimenten in
Mausfibroblasten mit Reportergenkonstrukten des Cyclin D2 Promoters, konnte Antje
Maier in unserem Labor zeigen, dass insbesondere die distalere, in allen drei Spezies
konservierte E-Box, durch Mad/Max Komplexe reprimiert ist und durch Kotransfektion
von Myc/Max Komplexen dereprimiert werden kann (Daten nicht gezeigt, Bouchard et al.,
1999).
Abb. 6: Sequenzvergleiche der Cyclin D2 Promoterregion
Der Cyclin D2 Promoter enthält sowohl in Ratte, als auch in Maus zwei identische und konservierte
Myc/Max Bindestellen. Der humane Promoter enthält neben der ebenfalls konservierten E-Box bei
-1200 bp relativ zum Transkriptionsstartpunkt, eine weitere E-Box bei -1000 bp. Alle diese E-Boxen
haben die Konsensussequenz CACGTG, die schon für früher beschriebene Zielgene von Myc, wie
Prothymosin- a , als regulative DNA-Bindesequenz für Myc/Max Komplexe beschrieben wurden.
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4.1.3 p16INK4a inhibiert die Myc-induzierte Umlagerung von p27Kip1 aus cdk-
Komplexen
Die funktionale Relevanz der p27Kip1-Umlagerung durch Cyclin D2-cdk4 Komplexe nach
Induktion von Myc-ER, wurde in Experimenten überprüft, in denen Cyclin D-cdk 4/6
Komplexe durch den Inhibitor p16INK4a blockiert wurden. p16INK4a bindet an cdk4 und
cdk6, verhindert damit die Assoziation der Cyclin D-Untereinheiten, so dass keine
Komplexe entstehen können und die Kinase nicht funktional aktiv werden kann (siehe
Abschnitt 1.2.2). p27Kip1 kann dann nicht durch Cyclin D2/cdk4 Komplexe umgelagert
werden und sollte mit Cyclin E/cdk2 Komplexen verbunden bleiben, die dadurch inhibiert
bleiben.
Zur Untersuchung, ob p16INK4a durch Blockierung von cdk4 die Umlagerung von p27Kip1
verhindern kann, wurden Rat1-MycER Zellen mit Retroviren infiziert, die p16INK4a
exprimierten. Zur Kontrolle wurden Zellen mit Viren infiziert, die nur das Hygro-
Resistenzgen trugen. Nach Selektion der Zellpools, wurden Klone dieser Zellen isoliert,
expandiert und untersucht. Die Expression von p16 INK4a wurde im Western Blot überprüft
(Abb. 7a).
Die p16 INK4a-exprimierenden Klone zeigten ein verlangsamtes Wachstum im Vergleich
zu Wildtyp-Zellen, in An- und Abwesenheit von 4-OHT (Abb. 7b). Die Phosphorylierung
der Pocketproteine, wie p130, war in p16 INK4a -exprimierenden Zellen nach Zugabe von
Serum verzögert (Daten nicht gezeigt). Diese Kontrollen zeigten, dass das eingeführte
p16 INK4a aktiv war, cdk4/6 Komplexe inhibierte und die Phosphorylierung der
Pocketproteine verzögerte.
Die gewonnenen Klone wurden dann mit 4-OHT induziert und zu verschiedenen
Zeitpunkten nach Induktion untersucht, so dass der Einfluss von p16INK4a auf die Myc-
induzierte p27-Umlagerung analysiert und mit nicht-infizierten Rat1-MycER Zellen
verglichen werden konnte. Western Blots mit anti-Cyclin D2 Antikörpern zeigten, dass die
Induktion von Cyclin D2 durch Myc in Kontroll- und p16 INK4a-exprimierenden Zellen mit
identischer Intensität und Geschwindigkeit erfolgte (Abb. 7c, linke Figur).
Die Assoziation von p27Kip1 mit cdk2-Komplexen wurde durch Immunpräzipitation mit
anti-cdk2 Antikörpern und Western Blot auf p27Kip1 untersucht. In Kontrollzellen wurde
p27Kip1, wie schon gezeigt, 4-6 Stunden nach Myc-Aktivierung aus cdk2-Komplexen
verdrängt. In p16 INK4a-exprimierenden Zellen waren die cdk2-p27Kip1-Komplexe signifikant
stabiler und konnten noch 8 Stunden nach 4-OHT Zugabe nachgewiesen werden (Abb. 7c,
Mitte).
Die Untersuchung der cdk2-assoziierten Kinaseaktivität (siehe Abschnitt 3.3.6) in
Extrakten derselben Zellen, ergab konsistente Resultate, das heisst, in den p16-
exprimierenden Klonen, in denen p27Kip1 verstärkt mit cdk2 assoziiert vorlag, war
entsprechend die Kinaseaktivität von cdk2 blockiert, im Gegensatz zu nicht-infizierten
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Zellen, in denen nach Myc- Aktivierung eine rasche Induktion der Kinaseaktivität
beobachtet wurde (Abb. 7c, rechte Figur).
Abb. 7: Inhibierung der Myc-induzierten Dissoziation von p27Kip1 aus cdk2-Komplexen durch
ektopische Expression von p16INK4a
Rat1-MycER Zellen wurden mit rekombinanten Retroviren infiziert, die p16INK4a oder nur ein
Hygromycin-Resistenzgen exprimierten. Nach Selektion mit dem entsprechenden Antibiotikum
wurden individuelle Klone isoliert und propagiert und anschliessend mit 4-OHT induziert.
(a) Western Blot zur Expressionskontrolle von p16INK4a und MycER.
(b) Wachstumskurve aus 5 x 104 Zellen von Kontroll-infizierten und p16INK4a-exprimierenden Rat1-
MycER-Zellen, mit und ohne Aktivierung von Myc. Mit einer Neubauer-Zählkammer wurden jeweils
drei unabhängige Kulturschalen ausgezählt. Gezeigt  sind relative Zellzahlen, bezogen auf die
Anfangszellzahl.
(c) Time course Experimente zur Induktion von Cyclin D2 (links), zur Analyse von cdk2-p27Kip1-
Komplexen (Mitte) und zur cdk2-assoziierten Kinaseaktivität (rechts) in Abhängigkeit von
ektopischer p16INK4a-Expression.
Ergebnisse
51
Zusammengefasst wiesen die Ergebnisse darauf hin, dass die ektopische Expression von
p16INK4a die Myc-induzierte Dissoziation von p27Kip1-cdk2 Komplexen und die Aktivierung
der cdk2 Kinase inhibiert.
4.1.4 Cyclin D2 trägt zur Myc-induzierten G1-Progression bei
Die Funktion des Cyclin D2 Proteins in MycER-Zellen kann spezifisch durch die Injektion
mit monoklonalen Antikörpern gegen Cyclin D2 und deren Assoziation mit dem Protein,
unterbunden werden (Lukas et l., 1995). Mit dieser Technik wurde untersucht, ob die
Induktion von Cyclin D2 Protein überhaupt für die Myc-induzierte Zellzyklusprogression
notwendig ist.
Für die Analysen wurde eine Maus 3T3 Zell-Linie verwendet, die stabil die MycER
Chimäre exprimiert, da die verfügbaren Antikörper das Maus Cyclin D2 besser erkennen
als das Rattenhomolog. Die spezifische Induktion von Cyclin D2 nach Myc-Aktivierung
wurde auch in diesen Zellen gefunden (Daten nicht gezeigt).
Abb. 8: Myc-induzierte G1-Progression ist abhängig von Cyclin D2
Die Injektion von Antikörpern gegen Cyclin D2 inhibiert die Myc-abhängige G1-Progression.
Maus-MycER Zellen wurden 48 Stunden Serum-gehungert und dann mit anti-Cyclin D2
Antikörpern injiziert. 22 Stunden nach Myc-Aktivierung mit 4-OHT wurden die Zellen fixiert und mit
anti-Cyclin A Antikörpern, als Indikator für Zellen in der S-Phase, gefärbt. Die Dektektion der
injizierten Zellen erfolgte mit einem sekundären Fluorophor-gekoppelten anti-Maus Antikörper.
Gezeigt ist der prozentuale Anteil Cyclin A-positiver Zellen aus 3 unabhängigen Experimenten. Die
Abbildung wurde freundlicherweise von J. Bartek zur Verfügung gestellt.
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Die Zellen wurden auf Deckgläsern ausplattiert und nach über Nacht Inkubation für 48
Stunden Serum-gehungert. Die Mikroinjektion mit affinitätsgereinigten, monoklonalen
anti-Cyclin D2 Antikörpern erfolgte an einem Zeiss AIS System mit Axiovert Mikroskop.
Zur Kontrolle wurden isotypische IgG2a Antikörper injiziert. Danach wurde Myc durch
Zugabe von 4-OHT aktiviert. Die Zellen wurden nach 22 Stunden fixiert und mittels
indirekter Immunfluoreszenz mit anti-Cyclin A Antikörpern gefärbt, die die
Zellzyklusprogression der Zellen anzeigt. Die Identifizierung der injizierten Zellen erfolgte
durch Nachweis des Cyclin A Antikörpers mit einem sekundären CyTM3-konjugierten anti-
Maus Antikörper (Abb. 8).
In jedem von drei unabhängigen Experimenten wurde nach Injektion von anti-Cyclin
D2 Antikörpern eine Verminderung der Cyclin A Induktion durch Myc von etwa 50%
beobachtet.
Daraus wurde geschlossen, dass Cyclin D2 zur effizienten Induktion des Zellzyklus
durch Myc beiträgt, und dass, wie vorher gezeigt, diese Rolle in der Umlagerung des
Zellzyklusinhibitors p27Kip1 aus Cyclin E/cdk2 Komplexen besteht.
4.2 Untersuchung primärer Mausfibroblasten aus Cyclin D1- und
Cylin D2-defizienten Mäusen
Die Untersuchung von c-myc-defizienten Mäusen zeigt eine frühe Lethalität von c-Myc
null Embryos am Tag 10.5 der Entwicklung. Die Untersuchung der entsprechenden
primären Mausfibroblasten bestätigte die essentielle Rolle von Myc für die Proliferation
dieser Zellen (Davis et al., 1993).
Im Gegensatz dazu zeigten Cyclin D2-defiziente Mäuse einen anderen Phänotyp
(Sicinski et al., 1996). Eine Charakterisierung der primären Cyclin D2-defizienten
Fibroblasten erfolgte allerdings bisher nicht. Deshalb wurden Fibroblasten aus Cyclin D1-
und D2-defizienten und Wildtyp Embryos isoliert (Sicinski et al., 1996) und untersucht im
Hinblick auf die Rolle des Cylin D2 als „downstream target“ von Myc.
4.2.1 Charakterisierung der Phenotypen von primären Cyclin D1-/- u d Cylin D2-/-
Mausembryo-Fibroblasten
Die Proliferationsgeschwindigkeit der verschiedenen primären Mausfibroblasten wurde
durch Bestimmung und Vergleich von Wachstumskurven analysiert. Dazu wurden 5 x 104
Zellen in 6 cm Schalen ausplattiert. Alle 24 Stunden erfolgte die Auszählung von drei
unabhängigen Schalen pro Zellart mit einer Neubauer Zählkammer. Es wurden
Fibroblasten aus mindestens zwei individuellen Cyclin D1-/- und Cylin D2-/- Embryos
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untersucht, um sicherzustellen, dass die beobachteten Phänotypen nicht auf Variationen
zwischen einzelnen Nachkommen zurückzuführen sind.
Cyclin D1-/- und Cylin D2-/- Fibroblasten zeigten in Kultur eine deutlich geringere
Proliferationsrate über einen Zeitraum von 5 Tagen im Vergleich zu entsprechenden
Wildtyp-Zellen (Abb. 9a).
Im folgenden Experiment wurden die Zellen auf ihre Abhängigkeit von externen
Wachstumsfaktoren untersucht, um Gründe für den beobachteten Wachstumsdefekt zu
finden. Deshalb wurden die Zellen in Medium ausplattiert, das untersschiedliche Mengen
an Serum enthielt (0-30%). Nach 48 Stunden wurde die Anzahl der Zellen, die sich in der
S-Phase befinden und ihre DNA replizieren, untersucht. Durch Zugabe des Thymidin-
Analog BrdU, welches in die DNA eingebaut wird und dann mittels anti-BrdU
Antikörpern und indirekter Immunfluoreszenz nachgewiesen werden kann, markiert man
die selektiv alle Zellen die sich in der S-Phase befinden.
Die Menge der BrdU-positiven war sowohl für Wildtyp-, wie auch für Cyclin D-/-
Fibroblasten strikt von der Konzentration an Wachstumsfaktoren abhängig. Die
Kultivierung der Zellen in Medium ohne FCS führte in allen Fällen zu einer Inhibition der
Replikation (Abb. 9b). Eine halb-maximale Inkorporation von BrdU wurde in allen
Zelltypen bei einer Konzentration zwischen 2 und 5 % FCS beobachtet. Übereinstimmend
mit den Ergebnissen aus den Wachsumskurven, zeigten Cyclin D-/- -Fibroblasten,
verglichen mit Wildtyp-Zellen, bei hohen Konzentration von Serum im Medium, zwischen
10-30 % FCS, eine um etwa 50% reduzierte Anzahl an BrdU-positiven Zellen,.
Aus diesem Experiment wurde geschlossen, dass die geringere Proliferationrate der
Cyclin D-/- Fibroblasten nicht durch verminderte Sensitivität der Zellen für
Wachstumsfaktoren verursacht wird.
Es ist bekannt, das primäre Zellen in Kultur nach wenigen Passagen in den Zustand der
Seneszenz übergehen, in dem sie nicht mehr proliferieren können. Im folgenden
Experiment sollte das Verhalten der Cyclin D-/- Fibroblasten bezüglich der Zeitspanne bis
zum Übergang in einen seneszenten Zustand untersucht und mit dem der Wildtyp-Zellen
verglichen werden.
Nach Ausplattieren von Zellen der Passage 1, wurden diese alle 3 Tage gesplittet, und
nach jeder Passage wurde eine der Schale mit Methanol fixiert und einem Seneszenztest
unterzogen. Die Detektion seneszenter Zellen erfolgte über eine farbliche Markierung, die
die Aktivität des Enzyms saure ß-Galaktosidase, einem etablierten Markerprotein der
Seneszenz, bestimmt (Dimri et al., 1995; siehe 3.2.4). Die blauen Zellen wurden bei jeder
Passage ausgezählt und die prozentualen Anteile an seneszenten Zellen wurden
miteinander verglichen.
In Wildtyp-Zellen wurde schon nach der zweiten Passage ein langsamer, aber stetiger
Anstieg an seneszenten Zellen beobachtet, bei Passage 8 waren dann etwa 10 % aller
Zellen in einen seneszenten Zustand eingetreten (Abb. 9c). Cyclin D-/- Fibroblasten zeigten
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einen früheren Start der Senezenez und einen steileren Anstieg an seneszenten Zellen,
verglichen mit Wildtyp-Zellen. Bei Passage 8 befanden sich etwa 40 % in seneszentem
Zustand.
Die verfrüht einsetzende Seneszenz der Cyclin D1- und Cyclin D2-defizienten Zellen
konnte somit als Ursache für die verminderte Proliferationsrate ermittelt werden.
Abb. 9: Charakterisierung der Phenotypen von primären Mausfibroblasten aus Cylin D1-
und D2-defizienten Embryos
Für jedes gezeigte Experiment wurden MEFs aus mindestens zwei unabhängigen Präparationen
untersucht.
(a) Wachstumskurve ausgehend von 5 x 104 ausplattierten Zellen/ 6 cm Schale, Passage 3. Alle 24
h wurde die Anzahl an Zellen aus drei einzelnen Schalen mit einer Neubauer Zählkammer
bestimmt. Gezeigt sind relative Zellzahlen bezogen auf die exakte Anfangszahl an Zellen.
(b) Bestimmung der Proliferationsrate (Passage 3) mittels BrdU-Einbau in Abhängigkeit von der
Serumkonzentration. Die Dektektion erfolgte mit BrdU-Antikörper durch indirekte
Immunfluoreszenz. Die DNA wurde mit DAPI gegengefärbt. Gezeigt ist der prozentuale Anteil an
BrdU-positiven Zellen von je drei unabhängigen Deckgläschen.
(c) ß-Galaktosidase Färbung von seneszenten Zellen in Abhängigkeit von der Passagenzahl.
Gezeigt ist der prozentuale Anteil an seneszenten Zellen nach mikroskopischer Auswertung von je
drei Kulturschalen.
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4.2.2 Cyclin D1 und Cylin D2 sind für die Immortalisierung von primären MEFs
durch Myc notwendig
Da sich primäre Nager-Fibroblasten in Kultur durch ektopische Expression des Myc-
Proteins immortalisieren lassen und dann keinen seneszenten Phänotyp mehr zeigen,
wurde untersucht, ob sich die Seneszenz auch in Cyclin D1-/- und Cylin D2-/- Fibroblasten
durch Myc überwinden lässt (Abb. 10).
Abb. 10: Cyclin D1-/- und Cylin D2-/- Fibroblasten sind resistent gegen Myc-vermittelte
Immortalisierung.
Primäre Mausfibroblasten wurden mit Myc-exprimierenden Retroviren und Kontrollviren infiziert
und mit Hygromycin selektioniert.
(a) Gezeigt ist eine Photografie von Giemsa gefärbten Kulturschalen der Wildtyp- und Cyclin D1-/-
sowie Cylin D2 -/- Fibroblasten, 14 Tage nach Infektion. Die rechte Figur enthält die Quantifizierung
von drei individuellen Infektionen.
(b) Wachstumkurve Myc-exprimierender Wildtyp- und D2-/--Zellen. Pro Schale wurden 5 x 104
resistente Zellen ausplattiert. Die Vermehrung der Zellen wurde über 6 Tage dokumentiert. Pro Tag
wurden je drei unabhängige Schalen mit einer Neubauer Zählkammer ausgezählt.
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Hierfür wurden Kontrollzellen und Cyclin D-defiziente MEFs der Passage 2 mit
rekombinanten Retroviren infiziert, die Myc exprimieren oder mit Kontrollviren, die nur
den im retroviralen Genom enthaltenen Hygromycin-Resistenzmarker tragen. Resistente
Zellen, die mit dem entsprechenden Antikbiotikum selektioniert worden waren, wurden
über 2 Wochen beobachtet und alle 3 Tage mit frischem Medium versorgt. Die
gewachsenen Kolonien wurden mit Giemsa-Lösung gefärbt und photografiert (siehe 3.2.3).
Nach 10-14 Tagen tauchten zahlreiche Kolonien auf Schalen mit Myc-infizierten
Wildtyp-Zellen auf (Abb. 10a, linke Figur). Auf allen anderen Schalen konnten keine oder
nur sehr vereinzelte Kolonien gefunden werden. Die Quantifizierung mehrerer Infektionen
verdeutlicht die Relevanz des Ergebnisses (Abb. 6a, rechte Figur).
In parallelen Experimenten wurden äquivalente Mengen Myc-infizierter und
selektionierter Wildtyp- und D2-/--Zellen bei geringer Dichte ausplattiert und einem
Wachstumsexperiment unterzogen (siehe 3.2.3).
Auch unter diesen Bedingungen wurde nur in Wildtyp-Fibroblasten durch Myc-
Expression eine Vermehrung der Zellen induziert, D2-/--Zellen zeigten keine oder sehr
geringe Proliferation (Abb. 10b).
Zusammengefasst wurde aus den Experimenten geschlossen, dass die Immortalisierung
von primären Zellen durch Myc nur in Anwesenheit von Cyclin D1 und D2 möglich ist.
4.2.3 Myc-immortalisierte Mausfibroblasten Zell-Linien zeigen eine erhöhte
Expression des Cyclin D2 Proteins
Um zu testen, ob die ektopische Expression von Myc in MEFs für eine Induktion von
Cyclin D2 in vivo ausreichend ist, wurden Mausfibroblasten aus Wildtyp-Embryos
retroviral mit humanem Myc infiziert und mit Hygromycin selektioniert. Nach 10-14
Tagen wurden einige der gewachsenen Kolonien gepickt und weiter expandiert. Die
gewonnen Klone zeigten auch nach vielen Passagen keine Anzeichen der Seneszenz und
waren nahezu immortal (Abb. 11a). Diese „Zell-Linien“ wurden dann im folgenden
Experiment auf die Expression von Cyclin D2 untersucht. Dazu wurden Western Blots mit
Lysaten aus Wildtyp-Zellen, Cyclin D2-/- MEFs und den immortalen Myc-Klonen
durchgeführt. Zuerst wurde mit monoklonalen 9E10-Epitop anti-Myc Antikörpern
nachgewiesen, dass die Klone humanes Myc exprimierten (Abb. 11b). Alle Zelltypen
wurden zuvor unter verschiedenen Bedingungen kultiviert. Neben exponentiell
wachsenden Zellen, wurden auch Serum-gehungerte, sowie anschliessend restimulierte
Zellen auf die Expression von Cylin D2 untersucht, um die Abhängigkeit der Induktion
von Cyclin D2 von Wachstumsfaktoren zu dokumentieren.
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MEFs, die durch Myc immortalisiert wurden, zeigten eine deutlich stärkere Expression
von Cylin D2 verglichen mit unbehandelten primären Wildtyp-MEFs (Abb. 11b). Die
Expression von Cylin D2 war nicht mehr von Wachstumsfaktoren abhängig, da auch nach
48 Stunden Serum Entzug keine verminderte Expression zu erkennen war. In
Kontrollzellen dagegen, war unter solchen Bedingungen eine deutliche Abhängigkeit von
Wachstumsfaktoren erkennbar, da die Menge an Cylin D2 stark abnahm, verglichen mit
restimulierten Zellen.
Die Expression von Cylin D1 war identisch in primären und Myc-immortalisierten
Zellen.
Zusammengefasst konnte aus den Daten geschlossen werden, dass eine ektopische
Expression von Myc ausreichend ist, um die Expression von Cyclin D2 in
Mausfibroblasten hochzuregulieren. Zudem konnte so sichergestellt werden, dass die
Induktion von Cyclin D2 durch MycER nicht nur ein Artefakt  der ER-Chimäre darstellt,
sondern eine Funktion des Myc-Proteins selbst ist.
Gleiche Beobachtungen wurden auch von anderen Gruppen publiziert, die solche
Analysen in etablierten Balb/c-3T3 und RAT1-Zellen durchgeführt haben (Jansen-Dürr et
al., 1993; Vlach et al., 1996).
Abb. 11: Myc-immortalisierte Zell-Linien zeigen verstärkte Expression von Cyclin D2
Es wurden Myc-infizierte und selektionierte Kolonien gepickt und expandiert.
(a) Prozentualer Anteil an seneszenten Zellen in stabil exprimierenden Klonen von Myc-infizierten
Wildtyp-Zellen (Passage 9 nach Selektion) und in nicht infizierten Kontrollzellen der Passage 5.
(b) Dokumentation der Expression von humanem Myc, Cyclin D1 und Cyclin D2 in Wildtyp- und
Cyclin D2-/- MEFs im Western Blot, sowie in einem Myc-infizierten Klon der Wildtyp-Zellen. exp:
exponentiell wachsende Zellen; sta: 48 Stunden Serum-gehungerte Zellen; resti: mit Serum
restimulierte Zellen.
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4.2.4 Ektopische Expression von Cylin D2 kann die mitogenen Eigenschaften von
Myc nicht ersetzen
Es wurde nun untersucht, ob die Induktion der Expression von cyclin D2 für die
beschriebenen mitogenen Eigenschaften von Myc ausreicht.
Dazu wurden Versuche in etablierten RAT1-Zellen durchgeführt, in denen bereits
gezeigt werden konnte, dass die ektopische Expression von Myc eine erhöhte Resistenz der
Zellen gegen die Zellzyklusinhibitoren p16INK4a und p27Kip1 verleiht. Dass heisst, eine
gleichzeitige retrovirale Expression von p16INK4a bzw. p27Kip1 und Myc ermöglicht Zellen,
den G1-Phasen Arrest, verursacht durch die Zellzyklusinhibitoren, zu überwinden (Vlach
et al., 1996; Alevizopoulos et al., 1997). Die Frage war nun, ob Zellen durch die
Expression von Cyclin D2 ebenfalls eine erhöhte Resistenz gegen p16INK4a oder p27Kip1
erwerben können.
Es wurden zwei Retroviren konstruiert, wovon der eine für Cyclin D2 kodierte und der
andere neben Cylin D2 auch noch cdk4 exprimierte. Dazu wurde zwischen die
kodierenden Sequenzen beider Gene eine interne ribosomale Eintrittsstelle (IRES) kloniert,
die die gleichzeitige Produktion beider Proteine von einem Transkript ermöglicht. RAT1-
Zellen wurden mit diesen Viren infiziert und selektioniert. Mit Western Blot Experimenten
wurde dokumentiert, dass die infizierten Zellen die entsprechenden Proteine exprimierten
(Abb. 12b).
Nach der ersten Infektion wurden resistente Zellen gepoolt und in einer zweiten
Infektion mit Retroviren infiziert, die für die Zellzyklusinhibitoren p16INK4a und p27Kip1
kodierten. Parallel wurden Puromycin-resistente Kontrollzellen infiziert, wobei im Fall von
p16INK4a keine Zellen aus den Kontrollinfektionen erhalten wurden. Wiederum wurde die
Expression der eingeführten Proteine nach Selektion mit dem zweiten Resistenzmarker
Hygromycin, mittels Western Blot überprüft (Abb. 12b).
Schliesslich wurden die Zellen zum Vergleich der Wachstumsraten in geringer Dichte
ausplattiert (5 x 104 Zellen pro 6 cm Schale) und alle 24 Stunden mit einer Neubauer
Zählkammer gezählt.
Zellen, die nur Cylin D2 oder Cyclin D2/cdk4 exprimierten, proliferierten mit gleicher
Geschwindigkeit wie die Kontrollzellen. p27Kip1-exprimierende Zellen zeigten im
Vergleich mit Kontroll-infizierten Zellen, wie erwartet, ein gehemmtes Wachstum. Die
Proliferation von Zellen mit gleichzeitiger Expression von Cyclin D2 bzw. Cyclin D2/cdk4
und p27Kip1 war identisch mit p27Kip1-inhibierten Zellen (Abb. 12a).
Entsprechende Experimente wurden auch mit p16INK4a durchgeführt. Auch hier konnte
die parallele Expression von Cyclin D2 und Cylin D2/cdk4 nicht den durch p16INK4a
induzierten Arrest überwinden. Zwar überlebten einige wenige Kolonien die Selektion mit
dem Resistenzmarker, die Proliferatiosrate dieser Zellen war jedoch sehr langsam.
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Abb. 12: In etablierten Zellen ist die ektopische Expression von Cyclin D2 nicht ausreichend
die mitogenen Funktionen von Myc zu übernehmen
(a) RAT1 Zellen wurden mit Retroviren infiziert, die für Cyclin D2, Cylin D2 und Cdk4 oder den
Resistenzmarker Puromycin kodierten. Nach Selektion wurden Pools von resistenten Zellen mit
Retroviren überinfiziert, die für p16INK4a oder p27Kip1 kodierten oder für den Resistenzmarker
Hygromycin als Kontrolle. Nach erneuter Selektion mit Hygromycin wurde die Zellen in geringer
Dichte ausplattiert (5x104 Zellen). Gezeigt sind Wachstumskurven doppelt resistenter Zellen, die in
10% FCS kultiviert wurden. Kontrollzellen, die mit p16-Viren superinfiziert wurden, konnten nicht
etabliert werden.
(b) Expressionskontrollen von infizierten Zellen für Cylin D2, cdk4, p27Kip1 und p16INK4a mittels
Western Blot
Ergebnisse
60
Aus diesem Experiment wurde geschlossen, dass die ektopische Expression von Cyclin
D2 weder im Falle eines p16INK4a- noch p27Kip1-vermittelten Zellzyklusarrestes ausreicht,
um die Zellen zur Proliferation zu stimulieren und den Arrest-Phänotyp zu überwinden.
Das bedeutet weiterhin, dass Myc neben der Induktion von Cyclin D2 weitere mitogene
Funktionen wahrnehmen muss, die Zellen in den Zellzyklus treiben können und Cyclin D2
nur ein Teilaspekt darstellt.
Ergebnisse
61
4.3 Charakterisierung des p27Kip1 interagierenden Proteins mNPAP60
4.3.1 p27Kip1 interagiert in Hefe mit mNPAP60
Mit Hilfe des Zwei-Hybrid Systems wurde nach neuen p27Kip1 interagierenden Proteinen
gesucht, mit dem Ziel die Regulation von p27Kip1 weiter aufzuklären. Dazu wurde eine
Maus-Embryo cDNA Bibliothek als "prey" und die komplette cDNA von p27Kip1 als „bait“
verwendet. Es wurden 500 Klone isoliert, von denen 498 für bekannte Cycline kodierten.
Die verbleibenden zwei Klone waren identisch und kodierten für ein neues p27Kip1
interagierendes Protein. Nach Isolation der kompletten kodierenden Sequenz wurden
Homologien zu bekannten Nucleoporinen festgestellt. Datenbankrecherchen ergaben, dass
das isolierte Protein ein Maus-Homolog zu einem bereits beschriebenen, aus Ratte
stammenden Protein rNPAP60 (rat-nucleopore-associated protein, mit einem
Molekulargewicht von 60 kDa) darstellt (Fan et al., 1997). Daher wurde der neue Klon als
m(ouse)NPAP60 bezeichnet. Beide Proteine divergieren am N-Terminus in ihrer
Aminosäuresequenz, ausserdem weist der Mausklon eine zusätzliche RAN-Bindedomäne
am C-Terminus auf. Das RAN Protein reguliert die Bindung von Proteinen, die in oder aus
dem Zellkern transportiert werden sollen, an Transport-Rezeptoren und moduliert deren
Interaktion mit den Nucleoporinen.
Diese Daten wurden freundlicherweise von Andrea Bürgin zur Verfügung gestellt.
4.3.2 p27Kip1 interagiert auch in vitro mit mNPAP60
Um zu überprüfen, ob unter in vitro Bedingungen eine direkte Bindung zwischen p27Kip1
und mNPAP60 nachweisbar ist, wurden GST-Bindeassays mit rekombinanten Proteinen
durchgeführt. Ein Fusionsprotein aus Glutathion-S-Transferase und den Aminosäuren 121-
252 von mNPAP60 (GST-mNPAP60) wurde in Bakterien exprimiert und aufgereinigt.
GST-NPAP60 wurde an Glutathion-Agarose gebunden und mit (35S)-Methionin
markiertem und in vitro-translatiertem p27Kip1 inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen
wurden die gebundenen Proteine auf einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die
markierten Proteine wurden über ein Fluorogramm detektiert.
p27Kip1 zeigte eine signifikante Bindung an GST-mNPAP60 und assoziierte nicht an
GST (Abb. 13b).
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Abb. 13: p27Kip1 bindet in vitro an mNPAP60
(a) Coomassie-gefärbtes Gel mit aufgereinigtem GST-mNPAP60 und Grössenmarker. Zur
Reduktion unspezifischer Bindung wurde BSA zugesetzt.
(b) Fluorographie der in vitro-Bindung von 35S-markiertem p27Kip1 an GST-mNPAP60 (AS 121-252)
mit GST als Kontrolle. Die mit Input bezeichnete Spur enthält 10% des Translationsansatzes von
p27Kip1.
Immunpräzipitationsexperimente mit p27Kip1 Antikörpern in NIH3T3 Zellen bestätigten
die Interaktion von p27Kip1 mit mNPAP60 auch unter in vivo Bedingungen (D. Müller,
pers. Mitteilung). Zur Detektion von mNPAP60 wurde ein im Labor hergestellter,
affinitätsgereinigter polyklonaler Kaninchenantikörper verwendet.
4.3.3 Lokalisierung der Interaktionsdomäne von p27Kip1 mit mNPAP60 im Hefe
Zwei-Hybrid System
Um zu untersuchen, welche Regionen von p27Kip1 an der Bindung zu mNPAP60 beteiligt
sind, wurden zunächst N- bzw. C-Terminale und interne Deletionsmutanten von p27Kip1
erzeugt und in den Hefeexpressionsvektor pGBT9 kloniert. Im Hefe Zwei-Hybrid System
wurden die Mutanten auf ihre Interaktionsfähigkeit mit mNPAP60 getestet (Abb. 14).
Dazu wurden die p27Kip1 Konstrukte (Fusionsproteine mit der GAL4-DNA Bindedomäne)
zusammen mit Plasmiden, die Fusionsproteine aus mNPAP60 mit der
Transaktivierungsdomäne von VP16 enthielten, in Hefen transformiert. Die Interaktion der
Fusionsproteine induziert die Transaktivierung der ß-Galaktosidase, deren Expression sich
dann durch Bestimmung der Enzymaktivität bestimmen lässt.
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Abb. 14 : Bestimmung der Interaktionsdomne von p27 Kip1  fr mNPAP60 im Zwei-Hybrid
System
Plasmide mit Fusionsproteinen aus p27Kip1wt bzw. Mutanten von p27Kip1 und der GAL4-DNA
Bindedomne wurden zusammen mit Plasmiden, die Fusionsproteine aus mNPAP60 und der
Transaktivierungsdomne von VP16 enthielten, in Hefe transformiert. Die Expression der §-
Galaktosidase wurde durch Messung der Enzymaktivitt mit einem semi-quantitativen Filterassay
bestimmt.
N-terminale Mutanten von p27Kip1 zeigten ab der Deletion von 91 Aminosuren keine
Enzymaktivitt der §-Galaktosidase mehr. C-terminale Mutanten waren bis zur
Aminosure 85 des p27Kip1 Proteins negativ, ab Aminosure 94 schwach positiv. Die
interne Delektionsmutante D85-98 war ebenfalls nicht §-Galaktosidase positiv und konnten
in diesem System nicht an mNPAP60 binden.
Die Interaktionsdomne von p27Kip1 liess sich mit diesem Experiment N-Terminal auf
die Aminosuren 69-91 und C-Terminal auf die Aminosuren 85-94 begrenzen. Die
Bindungdomne umfasst somit eine Region des p27Kip1 Proteins, die als 3/10 Helix
bezeichnet wird und berlappt N-Terminal mit der cdk2 Bindedomne.
4.3.4 Erzeugung einer mNPAP60-bindungsdefizienten p27Kip1-Mutante
Aus Kristallstrukturanalysen des CyclinA/cdk2/p27Kip1 Komplexes geht hervor, dass
zwischen den Aminosuren Arginin 90 und Glutaminsure 85 eine Salzbrcke ausgebildet
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wird, die massgeblich für die Stabilität der 3/10-Helix ist. Weiterhin wird bislang
angenommen, dass diese 3/10-Helix-Region von p27Kip1 in die katalytische Spalte von
cdk2 insertiert (Russo et al, 1996).
In unserem Labor wurden von Antje Gretzischek p27Kip1-Mutanten durch „Mismatch-
PCR“ erzeugt, die nicht mehr mit mNPAP60 interagieren können. Eine der gefundenen
Mutanten wies eine Punktmutation auf, in der die Aminosäure Arginin 90 gegen Glycin
ausgetauscht war. Die fehlende Interaktion mit mNPAP60 durch Austausch einer einzigen
Aminosäure ist wahrscheinlich durch die Störung der Ausbildung der oben erwähnten
Salzbrücke verursacht und somit der Bildung der 3/10-Helix (pers. Mitteilung D. Müller).
Diese im folgenden als p27Kip1R90G bezeichnete Mutante stellte ein geeignetes
"Werkzeug" für weitergehende Untersuchungen zur Rolle von mNPAP60 in der
Regulation von p27Kip1 dar (Abb. 15).
Abb. 15: Schematische Darstellung von p27Kip1.
Gekennzeichnet sind die mNPAP60-Interaktionsdomäne, die Position der 3/10-Helix und die
Lokalisierung der R90G Mutation.
4.3.5 Charakterisierung der Bindungsdomäne von p27Kip1 mit mNPAP60 im in
vitro-Interaktionsexperiment
Die Abhängigkeit der p27Kip1/mNPAP60 Interaktion von der 3/10 Helix konnte in vitro
auch mit rekombinanten Proteinen bestätigt werden. Die gleichen p27Kip1-Mutanten,
inklusive der p27Kip1R90G Punktmutante, wurden radioaktiv markiert, in vitro translatiert
in einem in vitro Interaktionsassay mit GST-mNPAP60 auf ihre Bindefähigkeit an
mNPAP60 getestet (Abb. 16). Die schwächere Expression der p27Kip1D 85-98–Mutante
lässt sich durch den geringeren Einbau von [35S]-Methionin erklären, da hier 3 von 5
enthaltenen Methionin-Resten fehlen.
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Abb. 16: p27Kip1 interagiert mit mNPAP60 auch in vitro über die 3/10 Helix
Ein Glutathion-S-Transferase-Fusionsprotein von mNPAP60 wurde mit in vitro-translatiertem, [35S]-
Methionin markierten p27Kip1-Mutanten inkubiert. Die Auftrennung der Proteine erfolgte über SDS-
Gelelektrophorese. Die Dektektion wurde mittels Fluorographie durchgeführt. 10% der Translatate
wurden zur Kontrolle mit aufgetragen.
Die C-terminale Deletion der Aminosäuren 86-197 und die N-terminale Deletion der
Aminosäuren 1-90 von p27Kip1 verhinderten eine Bindung des rekombinanten GST-
mNAPA60. Auch für die interne Deletion der Aminosäuren 85-98 konnte keine über den
"background" hinausgehende Bindung von mNPAP60 an diese p27Kip1-Mutante
nachgewiesen werden. Die C-terminalen Mutanten, die eine intakte 3/10-Helix enthielten,
wie p27Kip1 1-98 oder 1-150, zeigten eine eindeutige Bindung.
Die Punktmutante von p27Kip1, R90G, welche im Zwei-Hybrid-System keine Bindung
mehr an NPAP aufwies, zeigte auch im in vitro-Bindeassay keine über den
Hintergrundlevel hinausgehende Interaktion mit mNPAP60.
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Der Assay bestätigte daher die Ergebnisse aus den Interaktionsstudien des Zwei-Hybrid
Systems. Dies bedeutet, die Binderegion von mNPAP60 an p27Kip1 liegt in der 3/10-Helix
und eine Punktmutation, die zur Störung dieser Helix-Struktur führt, reicht aus, um die
Bindung an mNPAP60 zu unterbinden.
4.3.6 Interaktion von p27Kip1 mit cdks verhindert in vitro die Bindung an mNPAP60
Um zu übrprüfen, ob die Bindung von p27Kip1 an mNPAP60 durch andere
Bindungspartner, wie Cyclin/cdk-Komplexe beeinflusst werden kann, wurden erneut
in vitro-Bindeexperimente durchgeführt. In vitro-translatiertes und radioaktiv markiertes
p27Kip1 wurde mit CyclinE/cdk2 Komplexen vorinkubiert, die aus mit rekombinanten
Baculoviren-infizierten Insektenzellen aufgereinigt worden waren. Dann erst wurde GST-
mNPAP60 zugefügt.
Abb. 17: mNPAP60 bindet im in vitro-Bindeassay nur in Abwesenheit von CyclinE/cdk2 an
p27Kip1
Reduzierte Bindung von radioaktiv markiertem und in vitro-translatiertem p27Kip1 an GST-
mNPAP60 nach Vorinkubation (30 Min, 37°C) von p27Kip1 mit gereinigten CyclinE/cdk2 Komplexen.
Auftrennung der Proteine mit SDS-Gelelektrophorese, Dektektion als Fluorogramm.
Unter diesen Bedingungen konnte nur noch eine minimale Bindung von mNPAP60 an
p27Kip1 detektiert werden (siehe Abb. 17).
Gleiche Resultate zeigten Experimente mit Extrakten aus Rat1-MycER Zellen, in denen
p27Kip1 mit cdk2 und cdk4 assoziiert vorliegt. Nur nach Hitzebehandlung der Extrakte und
damit der Zerstörung der ternären Cyclin/cdk/p27Kip1 Komplexe, findet man eine
signifikante Bindung zwischen p27Kip1 und mNPAP60 (A. Bürgin, persönliche Mitteilung).
Beide Experimente sprechen für eine Prävention der Bindung von p27Kip1 an
mNPAP60, wenn p27Kip1 komplexiert mit cdk2 oder cdk4 vorliegt.
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4.4 Funktionen von mNPAP60 im Transport und Abbau von p27Kip1
Nach der Charakterisierung der Interaktion zwischen p27Kip1 und mNPAP60 sollte nun in
den folgenden Versuchen untersucht werden, welche Funktionen mNPAP60 in der
Regulation von p27Kip1 ausbt. mNPAP60 wurde als kernassoziiertes Nucleoporen-Protein
identifiziert. Nucleoporine spielen eine regulatorische Rolle im zellulren Transport von
Proteinen. Die folgenden Experimente dienten daher der mglichen Identifizierung und
Charakterisierung der regulatorischen Transportfunktion von mNPAP60 fr p27Kip1.
4.4.1 mNPAP60-interaktionsdefiziente p27Kip1-Mutanten zeigen eine intrazelluläre
Fehllokalisierung
Um zu berprfen, ob die Interaktion mit mNPAP60 die intrazellulre Lokalisation von
p27Kip1 beeinflusst, wurden Immunfluoreszenz-Experimente mit wt und mutiertem p27Kip1
durchgefhrt.
Zunchst wurden eukaryontische Expressionsvektoren hergestellt, welche den
gewnschten Leserahmen von p27Kip1-Mutanten unter der Kontrolle eines CMV Promotors
enthielten und konstitutiv in Sugerzellen exprimieren knnen. Mit Hilfe der
Calciumphosphat-Przipitationsmethode wurden HeLa-Zellen transient mit den Plasmiden
transfiziert (siehe 3.2.1). Die intrazellulre Verteilung der p27Kip1-Konstrukte wurde
mittels indirekter Immunfluoreszenz  mit Antikrpern gegen p27Kip1 nachgewiesen (Abb.
18).
Das p27Kip1 Wildtyp-Protein, war auch bei Expression grsserer Mengen, vorwiegend
im Zellkern lokalisiert. Mutanten, die nicht mehr mit mNPAP60 interagieren, wie
p27Kip1R90G oder die Deletionsmutante D85-98, zeigten dagegen neben der Lokalisation
im Nucleus, auch eine signifikante zytosolische Frbung.
Diese Fehllokalisierung von p27Kip1 bei fehlender mNPAP60 Bindung weist stark auf
eine Rolle des Nucleoporins im intrazellulren Transport von p27Kip1 hin.
Des weiteren wurde untersucht, welche Rolle das Kernstransportsignal (NLS,
Aminosuren 153-169) auf den Kerntransport von p27Kip1 hat, da normalerweise die
Prsenz eines NLS fr den effektiven Import von Proteinen in den Zellkern ausreichen
sollte. Immunfluorenszenzen einer p27Kip1-Mutante mit funktionell inaktiviertem NLS
(p27Kip1NLS*, R152A-K153E-R154A, zur Verfgung gestellt von D. Mller) fhrte zu
einer Fehlverteilung, die in etwa p27Kip1R90G vergleichbar war. Der Transport von
p27Kip1NLS* in den Zellkern war nicht komplett blockiert, was bei allein NLS-abhngigen
Transport zu erwarten wre, sondern es konnte in transfizierten Zellen auch eine deutliche
Frbung im Zellkern ausgemacht werden.
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Abb. 18: Lokalisierung von p27Kip1-Mutanten in HeLa-Zellen
HeLa-Zellen wurden mit pcDNA3-Expressionsplasmiden für die angegebenen p27Kip1-Mutanten
transfiziert. 48h nach Transfektion wurde p27Kip1 mit Hilfe der indirekten Immunfluoreszenz mit anti-
p27Kip1 Antikörpern (monoklonal, STL25020) detektiert. Die DNA wurde mit DAPI gegengefärbt.
Teile der Abbildung wurden freundlicherweise von D. Müller zur Verfügung gestellt.
(a) Intrazelluläre Verteilung der transfizierten p27Kip1-Mutanten. Gezeigt sind Zellgruppen von
individuellen Transfektionen.
(b) Mikroskopische Quantifizierung der Lokalisation von p27Kip1-Mutanten. Es wurden die Daten
mehrerer unabhängiger Transfektionen zusammengefasst. Pro Mutante wurden mindestens 300
transfizierte Zellen ausgewertet.
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Die Expression einer p27Kip1-Mutante mit defektem NLS und R90G-Punktmutation
zeigte eine deutliche Addition der Effekte der einzelnen Mutanten. In nahezu allen
transfizierten Zellen liess sich p27Kip1 im Kern und im Cytosol nachweisen. Ein
signifikanter Teil der Zellen wies sogar eine ausschliesslich cytosolische Färbung auf
(Abb. 18a).
Die Quantifizierung der Experimente verdeutlicht nochmals die Relevanz der
beobachteten Effekte (Abb. 18b)
Die Synergie der beiden Mutationen legte den Schluss nahe, dass p27Kip1 über zwei
unterschiedliche Mechanismen in den Zellkern transportiert wird, wovon der eine NLS-
abhängig ist, der andere jedoch auf die Interaktion mit mNPAP60 zurückzuführen ist.
4.4.2 p27Kip1R90G ist ein stärkerer Inhibitor der Zellproliferation als p27Kip1wt
Um zu untersuchen, inwiefern die Interaktion von mNPAP60 die biologische Funktion von
p27Kip1 beeinflusst, wurden retrovirale Expressionsexperimente durchgeführt. Es wurden
Rat1-Zellen mit Viren infiziert, die pBABE-p27Kip1wt oder -p27Kip1R90G exprimierten.
Nach Selektion der Zellen zeigte sich in Wachstumskurven, dass die Expression von
p27Kip1R90G Zellen stärker im Wachstum inhibiert, verglichen mit dem Wildtyp-Protein.
Immunpräzipitations- und Western Blot-Analysen der Zellen ergaben eine spezifisch
erhöhte Assoziation von p27Kip1R90G an CyclinE/cdk2 Komplexe im Vergleich zu
p27Kip1wt. Daraus wurde geschlossen, dass die CyclinE/cdk2 abhängige Induktion des
p27Kip1 Abbaus für p27Kip1R90G gestört ist und die Interaktion mit mNPAP60 für diesen
Abbau wichtig ist (Müller et al., 2000).
4.4.3 Der CyclinE/cdk2 induzierte Abbau von p27Kip1 erfordert die Interaktion von
p27Kip1 mit mNPAP60
Um zu überprüfen, welchen Einfluss mNPAP60 auf den CyclinE/cdk2 induzierten Abbau
von p27Kip1 hat (siehe 1.2.3), wurden transiente Transfektionsexperimente in HeLa-Zellen
durchgeführt, in denen ansteigende Mengen der Mutanten von p27Kip1 mit CyclinE und
cdk2 co-exprimiert wurden. Die Zellen wurden 48h nach Transfektion geerntet und nach
Lyse im Western Blot analysiert (Abb. 19).
Es konnte bestätigt werden, dass die Anwesenheit von CyclinE/cdk2 im Falle von
p27Kip1wt zum effektiven Abbau von p27Kip1 führt. Der Abbau wird durch die
Phosphorylierung an T187 von p27Kip1 durch CyclinE/cdk2 eingeleitet. Daher zeigt die
Mutante von p27Kip1 mit mutierter cdk2-Phosphorylierungsstelle (p27Kip1T187V) eine
erhöhte Resistenz gegen die Präsenz von CyclinE/cdk2 (Müller et al., 1997).
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p27Kip1R90G zeigte gegenüber p27Kip1wt auch eine signifikante Stabilisierung, die in
etwa dem Level der Mutante mit defizienter cdk2-Phophorylierungsstelle entsprach. Die
Kombination beider Mutationen führte zu einer starken Synergie des
Stabilisierungseffektes. Auch ohne ko-Expression von CylinE/cdk2 zeigte diese
Doppelmutante wesentlich höhere Expressionslevel.
Die Synergie der Stabilisierung durch Kombination der Mutationen lässt darauf
schliessen, dass neben der Phosphorylierung von p27Kip1 durch Cyclin E/cdk2 auch die
Interaktion mit mNPAP60 für den effektiven proteolytischen Abbau von p27Kip1
erforderlich ist.
Abb. 19: CyclinE/cdk2 induzierter Abbau von p27Kip1 erfordert die Interaktion mit mNPAP60
Es wurden HeLa-Zellen mit den gekennzeichneten Expressionsplasmiden transient transfiziert und
mittels Western Blot analysiert.
(a) Kontrollexperiment zur Dokumentation der Expression von Cyclin E, cdk2 und p27Kip1wt nach
transienter Transfektion von verschiedenen Mengen an p27Kip1wt und 5 m g CMV-Cyclin E und
CMV-cdk2.
(b) Wiederholung des Experiments mit verschiedenen Mutanten von p27Kip1. Die Doppel-Pfeile
kennzeichnen die phosphorylierte Form von p27Kip1, die Pfeile zeigen nicht-phosphoryliertes p27Kip1
an.
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4.4.4 Phosphoryliertes p27Kip1R90G zeigt eine deutlich erhöhte Halbwertszeit
Um zu zeigen, dass die Stabilisierung von p27Kip1R90G durch verminderte Degradierung
des Proteins zustande kommt, wurden in unserem Labor, durch D. Müller,
Halbwertszeitmessungen durchgeführt. Nach Transfektion von HeLa-Zellen mit p27Kip1wt
und p27Kip1R90G wurde die Translation von Proteinen durch Zugabe von Cycloheximid
blockiert. Die Analyse der Zellen im Western Blot zu verschiedenen Zeitpunkten ergab
eine verlängerte Halbwertszeit speziell für die phosphoryliert Form von p27Kip1R90G von
240 Min im Vergleich zu 110 Min für phosphoryliertes p27Kip1wt.
Diese Beobachtung legte eine zweite Funktion für mNPAP60 neben dem Import von
p27Kip1 nahe, die nach dem Import von p27Kip1 in der Zellkern und nach der
Phosphorylierung von p27Kip1 durch Cyclin E/cdk2-Komplexe im Zellkern, jedoch vor
dem eigentlichen Abbau von p27Kip1 stattfindet.
4.4.5 Phosphoryliertes p27Kip1R90G akkumuliert im Zellkern
Die fehlende Interaktion von p27Kip1R90G mit mNPAP60 führte zwar zur Phosphory-
lierung von p27Kip1R90G durch CylinE/cdk2, aber der Abbau der Mutante wurde nicht
richtig eingeleitet, da mNPAP60 scheinbar neben dem Import von p27Kip1 noch weitere
Funktionen in der Regulation des p27Kip1 Abbaus wahrnimmt.
Die bisherigen Experimente legten nahe, dass eine weitere Rolle von mNPAP60 im
Export von p27Kip1 liegen könnte. Demnach sollte phosphoryliertes und abbauresistentes
p27Kip1R90G, bei blockiertem Export von mNPAP60 ins Zytosol, im Zellkern
akkumulieren. Zur Untersuchung dieser Hypothese wurden Immunfluoreszenzexperimente
mit HeLa-Zellen durchgeführt, die mit p27Kip1R90G und erhöhten Mengen an CyclinE
/cdk2-Expressionsplasmiden transfiziert wurden, um die intrazelluläre Verteilung der
Mutante zu studieren (Abb. 20).
In der Tat führte die Co-Transfektion von Cyclin E/cdk2 zu einer Akkumulation von der
abbauresistenten Fraktion von p27Kip1R90G im Zellkern (Abb. 20a). Die Quantifizierung
mehrerer unabhängiger Experimente ergab eine Erhöhung der Menge an kernlokalisiertem
p27Kip1R90G um fast 50% (Abb. 20b).
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Abb. 20: Akkumulierung von p27Kip1R90G im Zellkern in Abhängigkeit von CyclinE/cdk2
Transiente Transfektion von HeLa-Zellen mit pcDNA3-p27Kip1R90G und Expressionsplasmiden für
Cyclin E und cdk2. Detektion der intrazellulären Verteilung von p27Kip1R90G durch indirekte
Immunfluoreszenez mit p27Kip1-Antikörpern. Die DNA wurde mit DAPI gegengefärbt.
(a) Mikroskopische Aufnahmen der p27Kip1 Lokalisierung von repräsentativen Zellgruppen.
(b) Quantitative Auswertung mehrerer unabhängiger Experimente. Es wurden mindestens 300
transfizierte Zellen ausgewertet.
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4.4.6 Die Ubiquitinierung von p27Kip1 in vitro erfordert keine Interaktion mit
mNPAP60
Die Rolle von mNPAP60 für den Abbau von p27Kip1 kann, nach den bisherigen
Ergebnissen, zum einen in der Regulation des intrazellulären Transport von p27Kip1 liegen.
mNPAP60 könnte aber auch direkten Einfluss auf die Ubiquitinierung von p27Kip1 haben.
Um zwischen diesen Möglichkeiten unterscheiden zu können, wurden in vitro-Ubiqui-
tinierungsexperimente etabliert, die ubiquitiniertes p27Kip1 nachweisen (nach Pagano et al,
1999; Abb. 21).
Verschiedene Mutanten von p27Kip1 wurden in vitro translatiert und [35S]-Methionin
markiert. Die radioaktiv markierten Proteine wurden mit einem Ubiquitinierungsmix,
betehend aus einem ATP-regenerierenden System (Phosphocreatin/Creatinkinase), S-
Phasen Extrakt aus HeLa-Zellen und Puffer bei 30°C inkubiert. Die Verwendung von
Ubiquitinaldehyd inhibierte die Isopeptidasen, die die Poly-Ubiquitin-Ketten von p27Kip1
ablösen können. Das zugegebene Methylubiquitin kompetierte mit endogenem Ubiquitin
und sorgt bei Einbau für eine Termination der Ubiquitinkette, sodass ubiquitiniertes p27Kip1
mit verschieden langen Ketten in diskreten Banden erkennbar wurde. Diese kürzeren Poly-
Ubiquitinketten zeigen eine geringere Affinität für das Proteasome und sind deshalb
stabiler. Die Reaktionen wurden durch Zugabe von SDS-Probenpuffer gestoppt. Nach
Inkubation für 5 min bei 95°C wurden die Proben über SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt
und über ein Fluorogramm detektiert.
Konsistent mit vorhergehenden Experimenten, wurde p27Kip1 wt in Anwesenheit von S-
Phase HeLa-Zellextrakt, der aktive CyclinE/cdk2 Komplexe enthält, effizient ubiquitiniert,
wohingegen für p27Kip1T187V keine ubiquitinierten Formen nachweisbar sind. Dies
bestätigt erneut, dass die Phosphorylierung durch Cyclin E/cdk2 für den Abbau von p27Kip1
notwendig ist (Montagnoli et al., 1999; Nguyen et al., 1999).
p27Kip1R90G wurde in diesem Assay in gleichem Masse ubiquitiniert wie das Wildtyp-
Protein. Eine Doppelmutante, mit Mutationen von Arginin 90 und Threonin 187, verhielt
sich wie p27Kip1T187V und wurde wie erwartet nicht ubiquitiniert, womit die
Phosphorylierung der dominant verantwortliche Effekt für die Ubiquitinierung von p27Kip1
ist.
Die Interaktion mit mNPAP60 ist folglich für eine in vitro-Ubiquitinierung nicht
erforderlich.
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Abb. 21: In vitro-Ubiquitinierung von p27Kip1 erfolgt unabhängig von mNPAP60
Gezeigt sind Ubiquitinierungsreaktionen von [35S]-Methionin markierten und in vitro-translatierten
p27Kip1-Mutanten in Anwesenheit von S-Phase-Extrakten aus HeLa-Zellen und einem ATP-
regenerierendem System. Die Translation der p27Kip1-Proteine wurde in Reticulozyten-Lysat
durchführt. Die Detektion der Reaktionen erfolgte als Fluorogramm.
(a) Gezeigt sind time-course Experimente verschiedener p27Kip1-Mutanten. Der Stern kennzeichnet
Hintergrundbanden, die auch ohne Ubiquitin und HeLa-Extrakt auftreten.
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5 Diskussion
5.1 Myc-induzierte Umlagerung von p27Kip1 auf Cyclin D2/cdk4-
Komplexe
Eine zentrale Funktion des Onkoproteins c-Myc ist seine Fähigkeit quieszente Zellen in
den Zellzyklus zu führen. c-Myc vermittelt diese Vorgänge in der Zellen, indem es die
cyclinabhängige Kinase Cyclin E/cdk2 aktiviert und den Inhibitor dieses Komplexes,
p27Kip1 funktional inaktiviert (Müller et al., 1997). Die Wirkung von c-Myc auf diese
regulatorischen Proteine des Zellzyklus ist zwar bekannt, die zugrundeliegenden
Mechanismen sind jedoch noch weitgehend ungeklärt, denn keines der genannten Proteine
wird direkt durch Myc reguliert.
Die in dieser Arbeit beschriebenen Daten haben die Kenntnisse, wie Myc diese
Funktionen vermittelt, auf mehreren Ebenen vertiefen können.
Die Aktivierung der Cyclin E/cdk2 Kinase wird durch die Umlagerung von p27Kip1 auf
Myc-induzierte Cyclin D2/cdk4 Komplexe eingeleitet. Wir haben Untersuchungen in
Lysaten aus Rat1-Myc-ER Zellen durchgeführt, die zu einem Zeitpunkt nach der
Aktivierung von Myc gewonnen wurden, zu dem p27Kip1 aus Cyclin E/cdk2 dissoziiert ist,
jedoch noch nicht durch das Proteasom abgebaut wurde. Unter diesen Bedingungen wurde
die Expression von Cyclin D2 durch Myc induziert und das zelluläre p27Kip1 war in
ternären Cyclin D2/cdk4 Komplexen gebunden (siehe Abb. 4). Wir haben keine Evidenzen
für ein bis dahin unbekanntes p27Kip1-interagierendes Protein gefunden, dass nach Myc-
Aktivierung induziert wird und die Umlagerung von p27Kip1 vermitteln könnte.
In Zusammenarbeit mit Caroline Bouchard konnte in verschiedenen Experimenten
gezeigt werden, dass der cyclin D2 Promoter durch Myc reguliert wird und cyclin D2 ein
direktes Zielgen ist. So wurde Cylin D2 mRNA durch Aktivierung von MycER induziert,
auch nach vorheriger Zugabe von Cyloheximid (siehe Abb. 5). Der Promoter von cyclin
D2 enthält zwei konservierte E-Boxen, wobei die distale E-Box durch Mad-Max
Komplexe reprimiert wird. Es konnte gezeigt werden, dass die Expression von Myc der
Repression durch Mad entgegenwirkt (Daten nicht gezeigt, Bouchard et al., 1999). Die
Analyse von Maus-Fibroblasten, die ein konstitutives Allel von Myc exprimieren, ergab
eine Wachstumsfaktor-unabhängige Expression des Cyclin D2 Proteins, sodass die
Hochregulation der Expression von Cyclin D2 nicht nur auf die Wirkung der konditionalen
MycER-Chimäre zurückzuführen ist, sondern durch c-Myc gesteuert wird (siehe Abb. 11).
In retroviralen Expressions-Experimenten in Rat1-MycER Zellen, mit Retroviren, die
für p16INK4a kodieren, wurde gezeigt, dass die Expression des Inhibitor p16INK4a die
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Dissoziation von p27Kip1 aus Cdk2-Komplexen verzögerte und auch die Cdk2-assoziierte
Kinaseaktivität nach Aktivierung von Myc nur langsam induziert wurde (siehe Abb. 7).
p16INK4a verhindert die Bildung von Cyclin D/cdk Komplexen durch Bindung an die
cdk4/6-Untereinheit. Die Aktivierung von Myc, induziert zwar die Expression von Cyclin
D2 unter solchen Bedingungen, es können aber keine Cyclin D2/cdk4-Komplexe gebildet
werden, so dass p27Kip1 nicht darauf umgelagert werden kann und die Cdk2-Kinase durch
p27Kip1 länger blockiert bleibt. Die Sensitivität gegen p16INK4a stellt daher einen direkten
funktionalen Beweis für die Rolle von Cyclin D2/cdk4 als Umlagerungskomplex für
p27Kip1 dar. Die Beobachtungen erklären ausserdem, wie p16INK4a den Myc-induzierten
Eintritt von Zellen in den Zellzyklus inhibiert und die Transformation von Zellen durch
Myc verhindert, wenn es in ausreichender Menge in der Zelle exprimiert ist (Serrano et al.,
1995; Rudolph et al., 1996; Müller et al., 1997). Die beschriebenen Daten stehen im
Einklang mit dem Modell, dass mitogen-induzierte Cycline des D-Types generell als
p27Kip1-inaktivierende Proteine wirken können (Sherr and Roberts, 1995).
Ein zweiter Hinweis für die Funktion von Cyclin D2 als wichtiger „downstream“-
Effektor von Myc, wurde durch Mikroinjektionsexperimente mit lebenden MycER-
Mauszellen gefunden. Die Mikroinjektion von monoklonalen anti-Cyclin D2 Antikörpern,
inaktiviert das Cyclin D2 Protein funktional. Nach der Aktivierung von Myc, wurde ein bis
zu 50% verminderter Eintritt der Zellen in den Zellzyklus beobachtet, wenn Cyclin D2
inaktiv war (siehe Abb. 8).
Diese Experimente haben eindeutige funktionale Bedeutung für die Rolle von Cyclin
D2 als Effektor von Myc-induzierter Zellzyklusprogression.
In Fibroblasten aus Cyclin D2 -/- Mausembryos, konnte gezeigt werden, dass Cyclin D2
nicht nur bei der Vermittlung von Funktionen durch Myc im Zellzyklus wichtig ist,
sondern auch bei der Immortalisierung primärer Zellen durch Myc (siehe Abb. 9). Im
Gegensatz zu Wiltyp MEFs, die durch retrovirale Expression von Myc unbegrenzt
passagierbar und immortal werden, zeigten primäre Cyclin D2 -/- MEFs trotz Myc-
Expression, schon nach wenigen Passagen eine verminderte Proliferationsrate und gingen
frühzeitig in einen seneszenten Zustand über. Daraus wurde geschlossen, dass dieser
Phenotyp von Myc, Zellen zu immortalisieren, verloren geht, wenn keine Expression von
Cyclin D2 induziert werden kann. Cyclin D2 spielt also, auch bei diesem Myc-induzierten
Prozess, eine wichtige Rolle. Bisher ist nicht bekannt, ob Cyclin D2 auch bei der
Tumorigenese, die durch Myc in vivo ausgelöst werden kann, relevant ist. Experimente zu
dieser Fragestellung sind Gegenstand aktueller Forschung.
Wie spezifisch die Regulation durch Myc für Cyclin D2 ist, oder ob auch Cylin D1 und
Cyclin D3 in ähnlicher Weise von Myc reguliert werden, ist bislang nicht eindeutig
geklärt. Unter den hier verwendeten experimentellen Bedingungen konnte keine Induktion
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der Expression von Cyclin D1 oder Cyclin D3 beobachtet werden (siehe Abb. 4). Frühere
Veröffentlichungen haben gezeigt, dass die Mikroinjektion von anti-Cylin D1 Antikörpern
in Rat1-Zellen und in Mausfibroblasten, ebenfalls die Zellzyklusprogression inhibieren
kann (Roussel et al., 1995; Steiner et al., 1995).  In dieser Arbeit wurde ausserdem
beschrieben, dass Cyclin D1-/- Fibroblasten, analog zu Cyclin D2 -/- Zellen, nicht durch
retrovirale Expression von Myc immortalisiert werden können (siehe Abb. 10). Daher kann
man nicht ausschliessen, dass parallele Mechanismen existieren könnten, die zu einer
Induktion des Cyclin D1 Protein durch Myc führen. Dafür spricht auch eine Studie, die
beschreibt, dass Expression von Cyclin D1 in Brustkrebszellen die Aktivierung der Cyclin
E/cdk2 Kinase bewirken kann, die sonst durch Myc induziert wird (Prall et al., 1998).
Kürzlich konnte gezeigt werden, dass die Expression des eukaryontischen
Translationsfaktors eIF-4 durch Myc, über ein E-Box-Element im Promoter von eIF-4,
hochreguliert wird. Erhöhte Mengen an eIF-4 Protein induzieren dann die Translation von
D-Typ Cyclinen (Johnston et al., 1998).
Alternativ kann man spekulieren, dass die Induktion von Cylin D1 oder D3 Expression
unabhängig von Myc erfolgt, dass diese Cycline aber zur Deregulation des Zellzyklus
durch Myc beitragen. Für diese Hypothese spricht, dass die Expression von Myc allein, in
vielen Zelltypen nicht ausreicht, um Proliferation zu induzieren. Beispielsweise treten
ruhende REF52-Zellen erst in den Zellzyklus ein, wenn neben Myc auch Ras koaktiviert
wird (Leone et al., 1997).
Für weitere, Cyclin D2 unabhängige Funktionen von Myc, spricht auch, dass der
Verlust von Cyclin D2 in primären Mausfibroblasten keinen Einfluss auf Myc-induzierte
Apoptose hat. Zumindest einige dieser Funktionen betreffen auch die Zellproliferation in
Fibroblasten. Dies konnte aus verschiedenen Experimenten geschlossen werden, die zur
Untersuchung der wachstumsfördernden Eigenschaften von Myc und D-Typ Cyclinen
durchgeführt wurden. Die Ergebnisse dieser Experimente waren oft für beide Proteine
identisch. Zum Beispiel kann die ektopische Expression von Cyclinen des D-Typs, wie
auch von Myc, die mitogene Signaltransduktion eines defekten CSF-1 Rezeptors oder ein
transformations-defizientes Allel von bcr-abl kompensieren (Roussel et al., 1991, 1995;
Afar et al., 1994, 1995).
Myc und D-Typ Cycline scheinen jedoch nicht immer in identischer Weise zu wirken.
Myc transformierte Zellen zeigen zumindest eine partielle Resistenz gegen ektopische
Expression der Zellzyklusinhibitoren p27Kip1 und p16INK4a, die einen G1-Arrest auslösen
(Vlach et al ., 1996; Alevizopoulos et al ., 1997). Die Expression von Cylin D2 kann Myc
unter diesen Bedingungen nicht ersetzten, so dass die Zellen in ihrem Wachstum gehemmt
bleiben (Alevizopoulos et al., 1997). Auch in Fibroblasten mit einer Null-Mutation von c-
myc, kann die Expression von Cyclin D2 den Wachstumsdefekt der Zellen nicht aufheben
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(Mateyak et al ., 1999). Schliesslich gibt es sogar eine Studie, die eine Akkumulation von
Cylin D2 in wachstumsarretierten Zellen beschreibt (Meyyappan et al., 1998).
Die Unterschiede zwischen Cyclin D2 und Myc werden nochmals sehr deutlich, wenn
man die Knock-out Mäuse beider Proteine vergleicht. Während sich die myc -/- Mutation
schon früh in der embryonalen Entwicklung lethal auswirkt, Myc also eine wichtige
Funktion in der Embryogenese übernimmt, ist der Phenotyp von Cyclin D2-/- defizienten
Mäusen weniger drastisch ausgeprägt (Davis et al., 1993; Sicinski et al., 1996).
Daraus wird deutlich, dass Myc die Zellproliferation und den Metabolismus von p27Kip1
über weitere, zusätzliche Mechanismen kontrolliert und Funktionen übernimmt, die
parallel zur Induktion von Cylin D2 stattfinden müssen.
5.2 Eliminierung von p27Kip1 erfordert die Interaktion mit mNPAP60
In dieser Studie wurde in Zusammenarbeit mit Daniel Müller, die Interaktion zwischen
p27Kip1 und dem Nukleoporen-assoziierten Protein mNPAP60 untersucht (Fan et al., 1997:
Trichet et al., 1999). Mit Hilfe einer mNPAP60-interaktionsdefizienten p27-Mutante,
p27R90G, konnte die Funktion von mNPAP60 für den intrazellulären Transport und den
Abbau von p27Kip1 charakterisiert werden.
Bisherige Arbeiten haben den nukleären Import von p27Kip1 ausschliesslich auf das
zweiteilige Kernimportsignal  (NLS, um Aminosäure 153) zurückgeführt (Tomoda et al.,
1999). Dabei wurde eine Fehllokalisierung von C-terminalen p27Kip1-Deletionsmutanten
ins Cytosol beschrieben, wenn sie über die Aminosäure 153 hinaus verkürzt waren. In der
vorliegenden Arbeit wurde jedoch gezeigt, dass eine dreifache Punktmutante von p27Kip1,
die das NLS inaktiviert, den Import des Proteins in den Zellkern in vivo nur teilweise
verhindert (siehe Abb. 18). Dieser Phenotyp unterscheidet sich drastisch von dem, der in
vivo mit C-terminalen p27Kip1-Mutanten (Deletion der AS 91-197) beobachtet wurde (D.
Müller, pers. Mitteilung). Daraus wurde geschlossen, dass durch die Deletion des C-
terminalen Endes von p27Kip1 neben dem NLS noch andere funktional wichtige Elemente
verloren gehen, die direkt oder indirekt die Lokalisation des p27Kip1 Proteins beeinflussen.
Mutanten von p27Kip1, die neben der Mutation des NLS noch bindedefizient für
mNPAP60 sind (p27NLS*R90G), zeigten noch geringere Importraten in den Zellkern. Die
Synergie der beider Mutationen weist darauf hin, dass mNPAP60 ebenfalls für den Import
von p27Kip1 in den Zellkern wichtig ist und dass möglicherweise zwei Import-Wege für
p27Kip1 existieren.
Die Existenz zweier unabhängiger Wege für den nukleären Transport wurde schon für
das Protein MAP-Kinase beschrieben (Adachi et al., 1999). Die monomere und eine
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dimere Form der Kinase werden dabei über unterschiedliche Transportmechanismen in den
Zellkern transferiert.
Mehrere Beobachtungen machen einen solchen oder ähnlichen Mechanismus auch für
p27Kip1 wahrscheinlich. p27Kip1 würde dann im Komplex mit Cyclin E/cdk2 über einen
NLS-abhängigen Mechanismus in den Zellkern transportiert. Freies p27Kip1 oder an andere
unbekannte Proteine gebundenes p27Kip1, würde über einen Mechanismus, der die
Interaktion mit mNPAP60 erfordert, importiert. Ein Argument für dieses Modell, ist die
Beobachtung, dass cdk2 (und wahrscheinlich auch cdk4) mit mNPAP60 in vitro um die
Bindung an p27Kip1 kompetieren (siehe Abb. 17). In dieser Arbeit wurde die Bindedomäne
von p27Kip1 für mNPAP60 mit in vitro-Bindeassays auf eine Region zwischen Aminosäure
85-94 lokalisiert. Diese Region liegt in der 3/10-Helix von p27Kip1 und überlappt teilweise
mit der Interaktionsdomäne für cdk2, was eine gleichzeitige Bindung von mNPAP60 und
cdk2 nahezu ausschliesst und diese Hypothese stützt (Russo et al., 1996).
Desweiteren ist der Importdefekt von p27R90G unter in vivo Bedingungen am stärksten
ausgeprägt, wenn es im Überschuss zu Cyclin/cdk-Komplexen vorhanden ist.
Nach oben beschriebenem Modell, würde man erwarten, dass das NLS in freiem p27Kip1
durch eine Dimerisierung maskiert wird. Diese Hypothese steht im Einklang mit der
Beobachtung, dass rekombinantes p27R90G in in vitro Nuklear-Import Experimenten nicht
über einen NLS-abhängigen importiert wurde (Müller et al, 2000).
In retroviralen Expressionsexperimenten, mit p27Kip1 und p27R90G, wurde anhand von
Wachstumsassays beobachtet, dass p27R90G den Zellzyklus stärker inhibieren kann als
das Wildtyp-Protein (siehe 4.3.2). Dieser Phänotyp wurde zunächst auf den Defekt der
Mutante im Import in den Zellkern zurückgeführt. p27R90G würde im Cytosol an Cycline
ohne eigenes NLS binden und den Import dieser Proteine in den Zellkern verhindern, wie
z.B. Cyclin A, und sie dadurch funktional inaktivieren. Obwohl transient transfizierte
HeLa-Zellen, mit sehr hohen Expressionsmengen von p27R90G Protein, eine gewisse
Fehllokalisierung des Cyclin A ins Cytosol zeigten, fand sich diese Beobachtung in
retroviral infizierten Zellen, die geringere Expressionsmengen aufweisen, die näher an
physiologischen Proteinkonzentrationen liegen, nicht bestätigt (D. Müller, pers.
Mitteilung).
Die folgenden Experimente zeigten dann, dass die oben beschriebene Hypothese nicht
als Erklärung für die stärkere Inhibition des Zellzyklus durch p27R90G zutreffen konnte.
Die gezeigten Daten ergaben vielmehr, dass die fehlende Interaktion von mNPAP60 mit
p27R90G, einen Defekt im Cyclin E/cdk2 vermittelten Abbau von p27Kip1 verursacht, der
für die stärkere Inhibierung des Zellzyklus verantwortlich ist.
In retroviralen Expressionsstudien, in denen p27R90G und p27wt ektopisch in Rat1-
Zellen exprimiert wurden, gab die Analyse von p27Kip1-Komplexen, in Extrakten aus
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selektierten Zellpools, Aufschluss über die Ursachen des beschriebenen Phänotyps. Zum
einen lagen die Expressionsmengen von p27R90G stets über den Mengen von p27wt. Zum
anderen war die p27R90G Mutante, verglichen mit dem p27 Wildtyp-Protein, in grösserer
Menge an Cylin E gebunden, wodurch die Cyclin E/cdk2 Komplexe dann entsprechend
stärker inhibiert wurden (siehe 4.3.2).
In transienten Transfektionen mit beiden p27Kip1-Formen und gleichzeitiger Co-
Expression von Cyclin E/cdk2, zeigte die p27R90G Mutante, verglichen mit p27wt, einen
deutlich langsameren, durch Phosphorylierung über CyclinE/cdk2-Komplexe induzierten
Abbau durch das Proteasom. Ausserdem zeigte die Mutation von R90 unter solchen in vivo
Bedingungen, eine starke Synergie mit einer Mutation der cdk2-Phosphorylierungsstelle
(T187V). Diese Doppelmutante war nahezu nicht mehr durch Cylin E/cdk2 induzierte
Phosphorylierung abbaubar (siehe Abb. 19).
In Immunfluoreszenzexperimenten mit anti-p27 Antikörpern wurde unter den
experimentellen Bedingungen nachgewiesen, dass p27R90G zum grossen Teil nicht
abgebaut werden kann und im Zellkern akkumuliert (siehe Abb. 20). Dabei wird der
Import der Mutante wahrscheinlich durch Assoziation mit Cyclin E, welches ein eigenes
NLS besitzt, als ternärer Komplex mit cdk2 vermittelt.
Zusammengenommen liessen diese Daten den Schluss zu, dass die Interaktion zwischen
p27Kip1 und mNPAP60 nicht nur für den Import von p27Kip1, sondern auch für den Abbau
des Inhibitors notwendig ist.
In vitro zeigt die R90G-Mutante einen Phänotyp der mit p27wt identisch ist, dass heisst,
sie wurde in Ubiquitinierungsassays mit rekombinanten Proteinen, mit gleicher Effizienz
ubiquitiniert wie das Wildtyp-Protein (siehe Abb. 21). Der Phänotyp der R90G-Mutante,
die sich, wie oben beschrieben, in vivo anders verhält als in vitro, kann durch zwei
unterschiedliche Modelle erklärt werden.
Zum einen deutet der R90G-Phänotyp darauf hin, dass phosphoryliertes p27Kip1 für den
Abbau aus dem Zellkern ins Zytosol exportiert werden muss, der Abbau also eine
Kompartimentierung aufweist. Ein vergleichbares Modell wurde für p53 vorgeschlagen.
Durch Assoziation von p53 mit Mdm2, wird p53 ins Zytosol exportiert und erst dort durch
das Proteasom abgebaut (Freedman and Levine, 1998). In Analogie zum Phänotyp der
p27R90G Mutante, kann biologisch aktives p53 in Anwesenheit des Inhibitors p19ARF, der
das Export–Protein Mdm2 blockiert, oder bei Präsenz von Inhibitoren des nukleären
Exports, im Zellkern akkumulieren und nicht mehr abgebaut werden (Tao und Levine,
1999). Aus diesen und anderen Daten wurde postuliert, dass der Export von
regulatorischen Proteinen, die zum Abbau bestimmt sind, möglicherweise einen generellen
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Steuerungsmechanismus darstellt,  der die Aktivität von negativen Zellzylusregulatoren
regelt (Scheffner, 1999).
Zum anderen, könnten essentielle Komponenten, die für den p27Kip1-Abbau notwendig
sind, an der Kernpore lokalisiert sein. Die Interaktion mit mNPAP60 würde dazu dienen,
p27Kip1 an diese Abbaumaschinerie heranzuführen. Dieses Modell wird unterstützt durch
die Beobachtung, dass sich Proteasomen im Bereich der Kernporen ansammeln können
(Enekel et al., 1998; Wilkinson et al., 1998).
Eine neuere Veröffentlichung weist darauf hin, dass weitere Proteine für den Export von
p27Kip1 notwendig sein können. Es wurde gezeigt, dass p27Kip1 mit dem Protein Jab1
interagiert. Jab1 wurde zuerst als ein Bestandteil des Signalosoms beschrieben  (Übersicht
in Chamovitz und Segal, 2001). Die ektopische Expression von Jab1 fördert die
Proliferation von Zellen, indem es den nukleären Export und damit den Abbau von p27Kip1
induziert (Tomoda et al., 1999). Über welchen Mechanismus Jab1 zum Export von p27Kip1
beiträgt, ist bislang nicht eindeutig untersucht. Jab 1 weist allerdings, im Gegensatz zu
p27Kip1, ein nukleäres Exportsignal (NES) in der Sequenz auf, das beim Export eine Rolle
spielen könnte.
mNPAP60 und Jab1 könnten nach diesen Daten entweder nacheinander im gleichen
Regulationsweg wirken oder auch in parallen Regulationsmechanismen angeordnet sein.
Die ektopische Expression von Jab1, bewirkte in Experimenten in unserem Labor, eine so
starke Reduktion der Mengen von p27Kip1 im Zytosol und im Zellkern, dass das Protein
nicht mehr detektierbar war (Daniel Müller, pers. Mitteilung). Daher waren
Untersuchungen zum Jab1-vermittelten Export von p27Kip1 in transienten
Transfektionsexperimenten nicht möglich.
Zusammengefasst legen diese Daten nahe, dass die Regulation der Aktivierung und des
Abbaus an einen intrazellulären Transport von p27Kip1 gekoppelt sind.
Die einzelnen Mechanismen, die nach Phosphorylierung durch Cyclin E/ckd2 und vor
dem eigentlichen Abbau von p27Kip1 durch das 26S-Proteasom stattfinden, bedürfen noch
einer detaillierten Untersuchung, um genau herauszufinden welche Proteine beteiligt sind
und welche Funktionen sie haben.
Die Ubiquitinierung von Proteinen, dient als Markierung für den folgenden Abbau der
Proteine durch das Proteasom. In den letzten Jahren wurde immer deutlicher, dass diese
ubiquitin-abhängige Proteolyse viele regulatorisch wichtige Proteine rasch intrazellulär
abbaut und so zu deren Regulation beiträgt (Patton, Willems,Tyers, 1998).
Die Ubiqutinierung an Lysin-Resten der Proteine erfolgt nach einem Mechanismus, der
in mehreren Schritten abläuft. Das Ubiquitin wird im ersten Schritt über eine Thiolester-
bindung auf ein ubiquitin-aktivierendes Enzym (E1) geladen. Im zweiten Schritt wird das
Diskussion
82
aktivierte Ubiquitin auf ein ubiquitin-konjugierendes Enzym (E2) übertragen, welches im
letzten Schritt zusammen mit der Ubiquitin-Ligase (E3), das Ubiquitin auf einen oder
mehrere Lysin-Reste des Substrat-Proteins mit einer Isopeptid-Bindung assoziiert. Die
mehrfache Wiederholung dieses Prozesses bewirkt die Entstehung einer Poly-
Ubiquitinkette am Substrat-Protein, wodurch es dann vom Proteasom erkannt und
abgebaut wird (Hershko et al., 1983, siehe Abb. 22).
Abb. 22: Schematische Darstellung des Ubiquitin-Proteasom-Pathway
Ubiquitin (Ub) bildet zuerst intermediäre Thioester-Formen mit dem Ubiquitin-aktivierenden Enzym
E1, dann mit dem Ubiquitin-konjugierenden Enzym E2. Schliesslich bildet es eine Isopeptid-
Bindung mit einem Lysin-Rest des Substrates aus. Der Transfer des Ubiquitin von E2 zum Substrat
wird durch die Ubiquitin-Ligase E3 katalysiert. Das multiubiquitinierte Substrat wird durch das 26S
Proteasom erkannt und zu Peptiden und freiem Ubiquitin abgebaut.
Die E3-Ligasen vermitteln in diesem Prozess die Erkennung des Substrat-Proteins. Der
relevante E3-Ligasen Komplex für die Erkennung und den Abbau von p27Kip1 wurde zuerst
in Hefen identifiziert und untersucht (Feldmann et al., 1997; Skowyra et al, 1997), ein
homologer Komplex wurde dann auch in humanen Zellen beschrieben (Übersicht in
Deshaies, 1999). Dieser sogenannte SCFSkp2-Komplex besteht aus den vier Basis-Proteinen
Skp1, Cdc53/Cul1 und einem F-Box Protein, in diesem Fall Skp2 (Bai et al., 1996) und
einem später identifizierten Protein, Rbx1 (Tan et al., 1999). Das F-Box Protein fungiert
dabei als Adaptor, der parallel das Substrat über ein carboxyterminales Protein-Protein-
Interaktionsmotif bindet und den Komplex, d.h. Skp1, über das F-Boxmotif bindet und so
beide Komponenten zusammenführt. Skp1 wiederum stellt das verbindende Protein zum
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eigentlichen SCF-Komplex dar, der die ubiquitin-konjugierende Aktivität besitzt (Kamura
et al., 1999; Ohta et al., 1999; Seol et al., 1999; siehe Abb. 23).
Es konnte gezeigt werden, dass die Substraterkennung durch den SCF-Komplex, durch
die Phosphorylierung des abzubauenden Proteins beeinflusst ist. In humanen Zellen,
erkennt und ubiquitiniert der SCFSkp2-Komplex nur phosphoryliertes p27Kip1, das heisst das
F-Box Protein Skp2 bindet das Substrat p27Kip1 erst nach der Phosphorylierung durch die
CylinE/cdk2 Kinase an T187 (Tsekov et al ., 1999; Carrano et al ., 1999; Sutterluty et al .,
1999). Diese Beobachtung steht im Einklang mit den Ergebnissen dieser und anderer
Arbeiten, die ebenfalls die Phosphorylierung von p27Kip1 als ersten Schritt für den Abbau
definieren.
Abb. 23: Aufbau und Zusammensetzung des heterotetrameren SCFSkp2 Ubiquitin-Ligase
Komplexes.
Skp2 ist die F-Box enthaltende Untereinheit und die eigentliche E3-Ligase, die die Bindung des
Substrates (p27Kip1) vermittelt. Die Bindung erfolgt nur, wenn p27Kip1 an T187 phosphoryliert ist.
Cul1 und Rbx1 (H) rekrutieren Cdc34, welches das Ubiquitin-konjugierende Enzym E2 darstellt.
Skp1 ist ein Adaptorprotein, das die Interaktion zwischen Skp2 und Cul1 ermöglicht.
Obwohl gezeigt wurde, dass Skp2 für den Abbau von p27Kip1 notwendig ist (Sutterlüty
et al., 1999), kann dieses Protein nicht für die früh in der G1-Phase stattfindende
funktionale Inaktivierung von p27Kip1 verantwortlich sein, da die Expression von Skp2 in
normalen Zellen auf die S-Phase beschränkt ist (Lisztwan et al., 1998; Zhang et al., 1995).
Wir haben gezeigt, dass das dieser Schritt durch die Umlagerung von p27Kip1 auf
CyclinD2/cdk4 Komplexe erreicht wird, dann die Phosphorylierung an T187 stattfindet
und erst danach der eigentliche Abbau von p27Kip1 stattfindet.
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Offen ist bislang allerdings die Frage, ob p27Kip1 noch im Zellkern ubiquiniert wird oder
erst im Cytoplasma nach dem Export. Es ist bekannt, dass die E3-Ligase, d.h. das Skp2-
Protein im Zellkern lokalisiert ist, was für die Ubiquitinierung von p27Kip1 im Zellkern
spricht (Sutterlüty et al., 1999).
Es wurde veröffentlicht, dass c-Myc Einfluss auf den ubiquitin-vermittelten Abbau
durch den SCF-Komplex nimmt, indem es die Expression von Cul1 stimuliert (O´Hagan et
al., 2000). Mit Überexpressionsstudien von Cul1 oder antisense-Neutralisierung von
p27Kip1 konnte der Wachstumsdefekt von primären c-myc -/- MEFs überwunden werden. In
rekonstituierenden Experimenten mit Lysaten aus c-myc -/- MEFs konnte die
Ubiquitinierung und der Abbau von p27Kip1 allein durch Zugabe von in vitro-translatiertem
Cul1 wiederhergestellt werden. Aus diesen Daten kann geschlossen werden, dass ein
direkter Zusammenhang besteht zwischen der transkriptionalen Regulation durch c-Myc
und der ubiquitin-abhängigen Proteolyse wichtiger Zellzyklusregulatoren wie p27Kip1. Das
heisst, neben der Induktion von Cylin D2, vermittelt c-Myc den Eintritt von Zellen in die
S-Phase bzw. die Inaktivierung von p27Kip1, wahrscheinlich auch über eine Cul1-
vermittelte Ubiquitinierung und Degradierung von p27Kip1.
Ein weiterer, regulativ wichtiger Schritt für den effektiven Abbau von p27Kip1, scheint
die post-transkriptionale Modifikation des Cul1 Proteins zu sein. Podust et al. (2000)
zeigten, dass die effektive Ubiquitinierung von p27Kip1 in HeLa-Extrakten nur in
Anwesenheit von Nedd8 und den Enzymen, die die Nedd8-Konjugation katalysieren,
stattfindet. Parallel wurde veröffentlicht, dass der SCFSkp2 Komplex nur aktiv ist, wenn
Cul1 mit dem ubiquitin-ähnlichen Protein Nedd8 assoziiert ist (Morimoto et al. 2000;
Liakopoulos et al., 1999; Wada et al., 1999). Die Nedd8-Modifikation von Cul1 verstärkt
also die Ubiquitinierung von p27Kip1.
Zusammengefasst ergeben diese Daten folgendes Modell: c-Myc aktiviert Cul1 in der
G1-Phase, es entsteht ein SCF-Komplex, der durch Assoziation von Nedd8 an Cul1
aktiviert wird. Parallel wird p27Kip1 gegen Ende der G1-Phase phosphoryliert und somit für
den Abbau markiert. Es findet eine Ubiquitinierung von phosphoryliertem p27Kip1 im
Zellkern statt.
Neueste Daten schlagen einen Mechanismus vor, bei dem das Signalosom-Protein Jab1,
den Export von p27Kip1 fördert, indem es Cul1 deneddyliert und somit inaktiviert. Eine
entsprechende enzymatische Funktion von Jab1 im Signalosomenkomplex konnte in
S.pombe nachgewiesen werden (Ray und Deshaies, pers. Mitteilung).
Welche Rolle mNPAP60 bei dem Abbau von p27Kip1 spielt und wie diese Rolle zu den
oben beschriebenen Mechanismen passen könnte, ist noch unklar. Ein mögliches Modell
ist die Annahme der Existenz zweier unabhängiger Wege zum Abbau von p27Kip1. Die
Regulation des Abbaus durch mNPAP60 könnte eher für den generellen "turnover" von
freiem p27Kip1 verantwortlich sein, während der Abbau durch den SCFSkp2-Komplex für
gebundenes, d.h. an CyclinE/cdk2 assoziiertes p27Kip1 nötig ist. Für dieses Modell
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sprechen Experimente, die gezeigt haben, dass nur an CyclinE/cdk2 gebundenes p27Kip1
von Skp2 erkannt und gebunden wird.
Die folgenden Untersuchungen müssen also erst zeigen, ob und wie p27Kip1 im Zellkern
oder nur im Cytosol ubiquitiniert und ob es dann für den eigentlichen Abbau durch das
Proteasom ins Cytosol exportiert werden muss und welche Proteine genau an den
verschiedenen Schritten beteiligt sind.
Die zahlreichen, oben beschriebenen Daten zur Regulation und zum Transport des
Inhibitors p27Kip1 wurden in Abb. 24 nochmal schematisch zusammengefasst.
Abb. 24: Schematische Darstellung und Zusammenfassung der Daten zum Transport und
zur Regulation des Metabolismus von p27Kip1
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6 Zusammenfassung
Die Regulation des Zellzyklus spielt eine wichtige Rolle bei der Entwicklung von
Organismen, aber auch bei der Entstehung von Tumoren. In den letzten Jahren wurde
immer deutlicher, dass es einen direkten Zusammenhang gibt, zwischen der Deregulation
von Zellzyklusprozessen und der Entstehung und Progression von Tumoren. Deshalb ist
die komplexe Proteinmaschinerie, die den Zellzyklus regelt und beeinflusst, Gegenstand
intensiver Forschung.
Der Transkriptionsfaktor c-Myc ist ein wichtiger Regulator des Zellzyklus in
eukaryontischen Zellen, der Gene aktivieren oder reprimieren kann, die für den Zellzyklus
von Bedeutung sind. In vielen Krebsarten findet man eine Deregulation des c-myc Gens
oder eine Überexpression des Myc-Proteins. Solch ein Befund steht meist für eine
schlechte Prognose für den weiteren Verlauf der Krebserkrankung und zeigt die starke
Wirkung von c-Myc als Onkoprotein.
Es ist bekannt, dass die Expression von c-Myc in quieszenten Zellen den Eintritt in den
Zellzyklus induzieren kann. Dabei werden vor allem zwei Prozesse von c-Myc beeinflusst,
die der Zelle den Übergang von der G1-Phase in die S-Phase des Zellzyklus ermöglichen.
Zum einen aktiviert c-Myc eine Kinase, die wichtige Regulatorproteine phosphoryliert,
z.B. pRb, und so die Aktivität weiterer Transkriptionsfaktoren steuert, die für den Fortgang
des Zellzyklus wichtig sind. Zum anderen inaktiviert c-Myc den Inhibitor dieser Kinase,
der in ruhenden Zellen die Kinaseaktivität blockiert. Dabei handelt es sich um die
cyclinabhängige Kinase Cyclin E/cdk2 und den Inhibitor p27Kip1 (für Details siehe
Einleitung).
In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die rasche Deaktivierung des Inhibitors p27Kip1
unter dem Einfluss von c-Myc durch die Umlagerung des Proteins von Cyclin E/cdk2 auf
Cyclin D2/cdk4 Komplexe erfolgt.
c-Myc induziert die Expression von Cyclin D2 mRNA über ein spezifisches
regulatorisches DNA-Element, die sogenannte E-Box, die im Promoter von Cyclin D2
lokalisiert ist. Der cyclin D2 Promoter wird durch Mad/Max-Komplexe an der E-Box
reprimiert. In Anwesenheit von Myc/Max Komplexen erfolgt die De-Repression des
Promoters und Transkription findet statt.
Das induzierte und exprimierte Cyclin D2 Protein assoziiert mit der katalyisch aktiven
cdk4-Untereinheit. Dieser Komplex kann dann p27Kip1 aus Cyclin E/cdk2 Komplexen
umlagern und so massgeblich zur Aktivierung der Kinase beitragen. Es ist bekannt, dass
die Kinaseaktivität der Cyclin D/cdk4-6 Komplexe durch die Bindung des p27Kip1 nicht
blockiert wird. Die funktionale Relevanz dieser Umlagerung konnte in verschiedenen
Experimenten dokumentiert werden. Beispielsweise verhindert die retrovirale Expression
des Cyclin D/cdk-Inhibitors p16INK4a, die rasche Aktivierung von Cyclin E/cdk2 Kinase, da
es an die cdk4-Untereinheit bindet, somit die Bildung von Cyclin D2/cdk4 Komplexen
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verhindert, so dass p27Kip1 nicht umgelagert werden kann. Die Bindung von p27Kip1 a
Cyclin E/cdk2 bleibt länger bestehen und die Zellen arretieren in der G1-Phase.
Die vollständige Inaktivierung von p27Kip1 erfolgt dann über mehrere Zwischenschritte
und schliesslich über einen ubiquitin-vermittelten Abbau durch das 26S Proteasom. Der
direkte nächste Schritt, nach der Umlagerung auf Cyclin D2/cdk4, ist die Phosphorylierung
von p27Kip1 an einem konservierten Threonin-Rest in Position 187. Diese Phosphorylierung
erfolgt durch die nun aktivierte Cyclin E/cdk2 Kinase, d.h. p27Kip1 er Inhibitor wird nun
zum Substrat dieser Kinase. Diese Phosphorylierung ist Voraussetzung für den Abbau des
Proteins, nur phosphoryliertes p27Kip1 wird effektiv durch das Proteasom abgebaut.
In dieser Arbeit, konnte in einer zweiten Studie ein direkter Zusammenhang zwischen
dem Abbau von p27Kip1 und seiner subzellulären Lokalisierung hergestellt werden. Die
gezeigt Interaktion von p27Kip1 mit dem kernporenassoziierten Protein mNPAP60 konnte
als Teil des p27Kip1-regulierenden Metabolismus identifiziert werden.
p27Kip1 wird auf zwei unabhängigen und sich ergänzenden Wegen in den Zellkern
importiert. Neben dem bekannten klassischen Kernimportsignal (NLS), kann p27Kip1 auch
über einen Prozess der erleichterten Diffusion in den Zellkern gelangen. Während der
NLS- und energieabhängige Import für komplexiertes p27Kip1 vorherrscht, wird freies
p27Kip1 energieunabhängig durch Diffusion importiert und bindet erst im Kern an seine
Substrate.
Der effektive Abbau von p27Kip1 ist von der Interaktion mit mNPAP60 beeinflusst. Eine
Mutante von p27Kip1 (R90G), die nicht mehr mit mNPAP60 interagieren kann, zeigt einen
deutlichen Defekt in der Abbaukinetik, auch in Anwesenheit von Stimulatoren des Abbaus,
wie Cyclin E/cdk2, die durch Phosphorylierung p27Kip1 für den Abbau markieren. Es
erfolgt eine Akkumulierung der phosphorylierten Mutante im Zellkern.
Die gezeigten Daten haben zudem belegt, dass der Abbau von p27Kip1 kompartimentiert
ist. Das phosphorylierte p27Kip1 muss vor dem eigentlichen Abbau wieder aus dem Zellkern
exportiert werden, wobei mNPAP60 auch an diesem Export von p27Kip1 beteiligt ist.
Zusammengefasst kann man sagen, dass die Regulation der Aktivität von p27Kip1 neben
der Umlagerung auf Cyclin D2/cdk4 Komplexe und der Phosphorylierung, auch eng an
den intrazellulären Transport gekoppelt ist, zu dem mNPAP60 beiträgt.
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8 Appendix
8.1 Abkrzungsverzeichnis
Sofern nicht anders vermerkt, wurden Abkrzungen entsprechend den Massgaben der
IUPAC (International union of pure and applied chemistry) und des SI-Systems (System
Internationale de l«Unit) verwendet.
A Adenosin
a- anti-
AK Antikrper
APS Ammoniumperoxodisulfat
ATCC American Type Culture Collection
ATP Adenosintriphosphat
b-Gal. b-Galaktosidase
bp Basenpaare
BR basische Region
BSA Rinderserumalbumin
bzw. beziehungsweise
C Cytosin
¡C Grad Celsius
ca. circa
cdk cyclinabhngige Kinase
cDNA copy DNA
Ci Curie
CKI Inhibitor cyclinabhngiger Kinasen
CMV Cytomegalivirus
da Dalton
DAPI 4,6-Diamidino-2-phenylindol
DMEM Dulbecco«s modification of Eagle«s minimal essential medium
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonukleinsure
DTT Dithiothreitol
ECL enhanced chemoluminescence
EDTA Ethylendiamintetraessigsure
ER strogenrezeptor
FCS ftales Klberserum
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g Gramm
G Guanosin
h Stunde
HBS Hepes buffered saline
HEPES N2-Hydroxyethylpiperazin-N2-ethansulfonsäure
HLH Helix-loop-Helix
IPTG Isopropyl-Thiogalactopyranosid
Ig Immunglobulin
k Kilo
kb Kilobasenpaare
kDa Kilodalton
l Liter
LB Luria-Bertani Medium
LZ Leuzinzippermotif
m milli
M Molar
MEF Mausembryonen-Fibroblasten
Min Minuten
MOPS Morpholin-Sulfonsäure
mRNA messenger RNA
m mikro
Myc-ER Fusionsprotein aus Myc und der hormonbindenden Domäne
des Östrogenrezeptors
n nano
NIH National Institute of Health
NLS Kerntransport Signal
NP-40 Nonidet P 40
NTA Nitrilotriaceticacid
OD optische Dichte
ONPG o-Nitrophenyl-b -D-Galaktopyranosid
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PBS Phosphatgepufferte Salzlösung
PCNA proliferating cell nuclear antigen
PCR Polymerasekettenreaktion
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid
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PSI Proteasomen Inhibitor
PVDF Polyvinylidendifluorid
Rb Retinoblastom
RNA Ribonukleinsäure
rpm Umdrehungen pro Minute
RT Raumtemperatur
SDS Natriumdodecylsulfat
T Thymidin
TAE Tris-Azetat/EDTA-Puffer
TBS Tris gepufferte Salzlösung
TE Tris/EDTA Puffer
TEMED Tetramethyethyldiamin
TGF Transforming growth factor
Tris Tris(hydroxymethyl)aminoethan
U „Unit“ (Einheit)
wt Wildtyp
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